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Objectif  du projet  
Méthode PCR pour la détection des gènes des entérotoxines 
staphylococciques dans une matrice alimentaire en une seule réaction, 
optimisation de la sélectivité des conditions d’enrichissement et d’extraction 
d’ADN à S. aureus, avant la PCR. 
 
Méthodes | Expériences | Résultats  
 
Différentes souches de S. aureus produisant les diverses entérotoxines, ainsi 
que des souches autres que S. aureus ont été sélectionnés afin de déterminer 
la sélectivité aux entérotoxines Staphylococcique  des méthodes employées 
en présence de la matrice alimentaire, la crème dessert vanille. 
Suite à des essais de croissance, un milieu d’enrichissement sélectif et optimal  
à S. aureus a pu être déterminé : Tryptic Soy Broth plus 15% de NaCl. Le 
milieu permet un développement optimal des staphylocoques et une inhibition 
des souches de non S. aureus. En ce qui concerne l’étape d’extraction d’ADN, 
le traitement des bactéries avec la lysostaphine ne permet pas d’augmenter la 
sélectivité de la méthode à S. aureus. 
La PCR a été effectuée à l’aide de l’enzyme Phire® Hot Start II DNA 
Polymerase et des 49 amorces codant les gènes des 21 différentes 
entérotoxines. Les résultats constatés montrent des produits PCR de taille 
entre 100 et 200 pb pour les différentes toxines analysées. La formation de 
dimères d’amorces et de grands fragments d’ADN n’a pu être éliminée. De 
plus, la présence de la denrée alimentaire provoque la formation de produits 
non spécifiques. 
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1. Introduction 
1.1. Staphylococcus aureus et toxi-infection alimentaire 
 
Staphylococcus aureus est une bactérie à gram positive en forme de coques, anaérobie 
facultative, catalase positive et non mobile.  Les cellules de forme sphérique se trouvent seules, 
par paire ou en amas. La température optimale de croissance de Staphylococcus aureus est de  
37°C, cependant il peut croître dans une échelle allant de 6 à 48 °C, il a également été démontré 
que sous certaines conditions, ce dernier pouvait croître jusqu’à <10°C. En ce qui concerne le pH, 
la valeur optimale de croissance se trouve entre 7 et 7.5, il peut également croître entre des 
valeurs allant de 4.2 à 9.3. La croissance de Staphylococcus aureus est également possible à une 
valeur aw basse, 0.86 et jusqu’à une teneur en NaCl de 15% [1]. 
Staphylococcus aureus est ubiquitaire, il se trouve dans l’air, l’eau, la poussière, les eaux usées, le 
lait ainsi que dans d’autres denrées alimentaires et dans les équipements de productions. 
Staphylococcus aureus est aussi une bactérie commensale, elle se trouve sur la peau, les 
muqueuses et dans le nez des homéothermes (animaux à sang chaud) et des humains (20-30% 
de la population est porteuse). Elle possède également un pouvoir pathogène (~ 50% de la 
population) dû à la production de toxines, les entérotoxines staphylococciques (SEs). Ces 
dernières peuvent provoquer des toxi-infections alimentaires et peuvent se former dans les 
aliments à partir de 106 ufc/g. En Suisse, selon l’Ordonnance du DFI sur l’hygiène (OHyg), la 
teneur maximale en micro-organismes tolérée dans les aliments est de 100 ufc/g. 
Les toxi-infections alimentaires par S. aureus sont provoquées par l’ingestion d’entérotoxines 
staphylococciques préformées dans l’aliment, ≤  1 ng [2]. La contamination de ces derniers peut 
avoir lieu lors de leur manipulation par un porteur sain ou infecté ou par contact avec des 
installations de production insalubres. En ce qui concerne la croissance de S. aureus, les aliments 
riches en protéines et peu acides sont favorables à cette dernière, tels que les œufs, la crème, la 
mayonnaise… L’absence de flore compétitive, due à une étape de chauffage, peut également être 
favorable au développement de S. aureus, ce dernier n’étant pas inhibé par une flore 
concurrentielle. Une durée d’incubation de quelques heures à des températures entre 15 et 45 °C 
est nécessaire afin d’obtenir une croissance suffisante de S. aureus, nombre de germes, suffisant 
à la production de toxines. Les symptômes causés par une toxi-infection staphylococcique, 
déclenchés après 1 à 6 heures d’incubation, sont des crampes abdominales, des nausées, des 
vomissements et parfois des diarrhées. [3]  
En Suisse, selon l’office fédéral de la santé publique (OFSP), S. aureus est la troisième cause de 
toxi-infection alimentaire après Salmonella et C. jejuni. Entre 1994 et 2006, 11 foyers de toxi-
infections dues aux entérotoxines staphylococciques ont été recensées, 63.6% de ces dernières 
étant dues à la consommation de fromage artisanal [4].  
 
Tableau 1 : Agents pathogènes et toxines mis en évidence dans les denrées alimentaires ou les selles de patients lors 
de toxi-infections alimentaires 
[4]
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1.2. Entérotoxines staphylococciques (SEs) 
 
Les SEs font partie de la famille des toxines pyrogéniques, ce sont de courtes protéines sécrétées 
dans le milieu, solubles dans l’eau et dans des conditions salines. Ces dernières sont riches en 
résidus de  lysine, acide aspartique et glutamique, tyrosine et sont résistantes à la plupart des 
enzymes protéolitiques, tels que la pepsine et la trypsine. Elles sont également résistantes à la 
chymotrypsine, la papaïne et la rénine ainsi qu’à la chaleur [5]. Quelques caractéristiques 
biochimiques des entérotoxines sont également présentées dans le tableau 2. En plus de leur 
possible activité émétique, provoquant des troubles gastro-intestinaux, les SEs peuvent également 
agir comme superantigène, provoquant une activation de la prolifération des cellules T non 
spécifiques. Les entérotoxines activent la réponse immunitaire en recrutant 30% du système 
immunitaire, contre 1% pour un antigène, d’où son appellation de superantigène. L’activité 
émétique et superantigénique sont deux fonctions localisées sur des domaines séparés de la 
protéine, cependant il existe une forte corrélation entre ces activités [6].  
 
Tableau 2 : caractéristiques majeures des entérotoxines staphylococciques 
[6]
 
 
 
Actuellement, 21 types d’entérotoxines (SEA à SEV) ont été détectés, SEF n’existant pas. SEA, 
SEB, SEC, SED et SEE représentent les entérotoxines dites classiques, caractérisées et 
identifiées depuis de nombreuses années et dont l’implication dans les intoxications alimentaires a 
été démontrée. Pour le sérotype C (SEC), différents sous-types ont été déterminéd en fonction de 
la différence d’activité superantigénique des entérotoxines et de l’hôte auxquelles elles sont 
associées (SEC1, SEC2, SEC3, SECbovine, SEovine, SECcaprine et SECcanine). SEA à SEE et SEH 
possèdent une activité émétique. Les toxines ne possédant pas d’activité émétique ou dont cette 
dernière n’a pas encore été testée sont nommés « Staphylococcal Enterotoxin-like 
Superantigens » (Sel-Ags). Toutes ces toxines partagent également des similarités de séquence 
en acides aminés, certaines de ces dernières sont résumées dans le tableau 3 [6].   
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Tableau 3 : pourcentage des acides aminés identifiés dans différentes entérotoxines staphylococciques 
[6]
 
 
1.2.1. Localisation et régulation des gènes d’entérotoxines staphylococciques 
 
En ce qui concerne les gènes codants les entérotoxines staphylococciques, ces derniers peuvent 
avoir différents supports génétiques, la plupart d’entre eux sont des éléments génétiques mobiles 
(tableau 4). Ces derniers peuvent être des plasmides (SEB, SED, SEJ, SER, SES et SET), des 
phages (tempéré pour SEA ou défectif pour SEE) ainsi que par des ilots génomiques (SEB, SEC, 
SEG, SEH, SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP et SEQ). L’existence d’un opéron egc 
(enterotoxin gene cluster) a également été mis en évidence, ce dernier codant pour différentes 
SEs, tel que SEG, SEI, SEM, SEN et SEO [7].  
  
Tableau 4 : support génétique de certaines entérotoxines staphylococciques 
[6] 
 
La régulation des gènes de SEs  est effectuée par un réseau complexe de différents régulateurs 
interagissant entre eux. Cependant,  le principal système de régulation de S.aureus, contrôlant 
l’expression du gène des facteurs de virulence, est le régulateur de gènes accessoire, agr 
(accessory gene regulator), agissant en combinaison avec le système de régulateur de génes 
staphylococciques, sar (staphylococcal accessory regulator). Les gènes des entérotoxines SEB, 
SEC et SED ont été identifiés comme dépendants du système de régulation agr et SEA et SEJ 
comme indépendants. La production des entérotoxines contrôlée par le système agr dépend de la 
capacité de S. aureus à atteindre une densité cellulaire importante lors de la croissance [5].  
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1.2.2. Détection des entérotoxines staphylococciques 
 
Actuellement, la détection des entérotoxines staphylococciques  dites classiques (SEA à SEE) est 
principalement effectuée à l’aide de méthodes immuno-enzymatiques, tels que les tests ELISA 
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) et RPLA (reversed passive latex agglutination).  
La méthode RPLA utilise des anticorps spécifiques anti-entérotoxines liés à des billes de latex, la 
présence d’entérotoxines dans l’échantillon à analyser provoque l’agglutination entre les billes de 
latex. La sensibilité de cette méthode est de 1ng /g et le résultat obtenu est visible à l’œil nu. En ce 
qui concerne le test ELISA, ce dernier permet de détecter, en plus des entérotoxines classiques, 
SEH, SEG et SEI. Ce test est basé sur la formation d’un éventuel complexe anticorps-antigènes, si 
présence d’entérotoxines staphylococciques [7].  
Les méthodes citées précédemment permettent de détecter les entérotoxines staphylococciques 
formées dans un milieu de culture ou une matrice alimentaire. En ce qui concerne la détection des 
gènes codants pour les entérotoxines, cette dernière peut être effectuée à l’aide de la méthode 
PCR [5].  
1.3. Méthodes PCR (Polymerase Chain Reaction) 
1.3.1. PCR classique 
 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode permettant l’amplification d’une séquence 
spécifique d’ADN. La réaction PCR nécessite 2 amorces oligonucléotidiques entourant la 
séquence cible d’ADN devant être répliquée, chacune étant complémentaire à un des deux brins 
d’ADN. Les amorces sont généralement ajoutées en excès par rapport à la quantité d’ADN à 
amplifier dans le mélange réactionnel. Ce dernier est également composé de l’ADN polymérase,  
de dNTPs (désoxyribonucléotides triphosphate), de sels (MgCl2, KCl), d’un tampon et de 
l’échantillon d’ADN.  La réaction PCR peut aussi être optimisée par l’utilisation de nombreux 
additifs, tels que la bétaine, le DMSO (dimethyl sulfoxide), le BSA (bovine serum albumine), la 
formamide, le glycérol et le chlorure de magnésium, etc. Cependant, ces derniers peuvent 
également inhiber la réaction PCR, en fonction de la concentration à laquelle ils sont ajoutés [8]. 
D’autres inhibiteurs de la PCR sont également connus, tels que des fluides corporels ou des 
réactifs  utilisés en médecine (hémoglobine, héparine, urine…), des constituants alimentaires 
(composés phénoliques ou organiques, glycogène, graisse, ions calcium…) ou environnementaux 
(composés phénoliques, métaux lourds, milieu de culture, les détergents ioniques, etc.) [10]. Ces 
derniers inhibent la réaction PCR en interférant avec l’amplification, ils se lient directement avec 
l’ADN ou avec l’ADN polymérase.  
La PCR est effectuée à l’aide d’une suite de cycles, comportant trois étapes chacun, la 
dénaturation, l’hybridation et l’extension (figure 1). La première étape consiste à dénaturer l’ADN 
double brin en ADN simple brin à l’aide de la chaleur, 94°C. Lors de la deuxième étape, le mélange 
réactionnel est refroidi à 45-60°C, chacune des amorces reconnait et se lie à sa séquence 
complémentaire. Les amorces sont positionnées de manière à ce que leur extrémité 3’ soit face à 
face afin que la synthèse d’ADN ait lieu dans la région se trouvant entre les deux amorces. Lors de 
la dernière étape, l’ADN polymérase se lie à l’extrémité 3’ de chaque amorce liée et utilise le 
dNTPs afin de pouvoir synthétiser un nouveau brin d’ADN dans la direction 5’ à 3’. Lors de cette 
étape, l’ADN polymérase possède une température optimale pour la réplication d’ADN de 72°C.  
Après un cycle de la réplication PCR, une nouvelle copie de chaque brin d’ADN produit est 
synthétisée et le nombre de cycle peut varier entre 20 et 40. Le nombre de brins d’ADN répliqués 
lors de la PCR peut être estimé théoriquement jusqu’à l’application de 30 cycles, il est égal à 2n (n 
= nombre de cycle) [11]. Une fois la PCR terminée, les résultats peuvent être interprétés, par 
exemple par une électrophorèse sur gel d’agarose. 
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Figure 1 : réaction PCR 
[11]
 
2.3.1.1. Détection des produits PCR par électrophorèse sur gel d’agarose  
 
L’électrophorèse sur gel d’agarose permet la séparation de fragments d’ADN de différentes tailles 
(200-15'000 pb). Le gel d’agarose est un réseau complexe de polymère, composé d’agarose et 
d’un tampon aqueux. La taille des pores est déterminée par la composition de ce dernier et par la 
concentration et le type d’agarose utilisé. Plus les pores du gel sont grands, plus la taille des 
molécules que le gel peut séparer est grande. Les fragments d’ADN sont séparé par migration sur 
gel d’agarose à l’aide un champ électrique constant. L’ADN qui est chargé négativement migre à 
travers le gel en direction de l’électrode positive. D’une manière générale, les petits fragments 
ADN migrent plus vite que les grands.  
L’ajout de bromure d’éthidium au gel d’agarose permet de voir apparaître les fragments d’ADN sur 
le gel. En effet, le bromure d’éthidium est capable de s’intercaler entre les paires de bases 
empilées de l’ADN et permet, lors de l’illumination sous lumière UV du gel d’agarose, l’apparition 
de l’ADN sur le gel comme une bande de fluorescence [11].  
1.3.2. PCR en temps réel 
 
La PCR en temps réel utilise le même principe de fonctionnement que la PCR classique, 
amplification cyclique d’un fragment d’ADN. Cependant, lors de cette méthode, la réplication de 
l’ADN est mesurée tout au long de la réaction et non à la fin.  
Lors de la PCR en temps réel, la détection et la quantification de l’ADN est effectuée à l’aide d’un 
marqueur fluorescent. Ce dernier peut être un agent se liant à l’ADN double brin, par exemple 
SYBR Green ou une sonde fluorescente, tel que Taqman. L’augmentation de la fluorescence est 
directement proportionnelle à la quantité d’amplicons produits lors de la réaction PCR et est 
mesurée à la fin de chaque cycle. Les échantillons sont analysés dans leur phase exponentielle 
d’amplification, phase la plus reproductible de la réaction [11].  
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1.3.3. La multiplex PCR 
 
La multiplex PCR a les mêmes principes de base que la PCR classique, cependant elle permet 
l’amplification de différentes séquences d’ADN cibles en une seule réaction. Les couples 
d’amorces correspondant aux différentes séquences à amplifier sont introduites dans le même 
tube réactionnel avec les autres éléments nécessaires à la réaction PCR. Cependant, la mise au 
point de cette dernière est plus difficile que pour une PCR classique, étant donné le nombre 
d’amorces et de réactifs utilisés pour l’amplification des différentes séquences d’ADN [12]. La 
lecture des résultats est effectuée de la même manière que pour la PCR classique. La multiplex 
PCR peut également être effectuée en temps réel, selon les mêmes conditions que la PCR en 
temps réel classique, chaque produit étant couplé à un fluorochrome de couleur d’émission 
différente.  
Cette méthode permet également de réduire le coût et le temps d’analyse ainsi que la quantité 
d’ADN nécessaire à la réaction PCR. 
1.4. Objectifs  
 
Ce travail de diplôme se déroule dans la continuité du projet « Staphtox » [13],  effectué en 2009-
2010, dans le but de déterminer une méthode PCR quantitative rapide permettant de détecter 
simultanément les gènes des 21 toxines connues de Staphylococcus aureus. L’analyse des gènes 
a été effectuée à l’aide d’une multiplex PCR en temps réel et à l’aide du marqueur fluorescent 
SYBR Green, cependant cette dernière a échoué par manque de spécificité. L’analyse des 
produits PCR a également été effectuée par électrophorèse sur gel d’agarose. Cette méthode a 
permis de différencier les souches contenant les entérotoxines staphylococciques des autres 
souches microbiennes (non S. aureus), cependant cette dernière n’a pas permis d’obtenir de 
résultats précis et nécessite d’être optimisée. 
  
L’objectif principal de ce travail de diplôme consiste en la détermination et l’optimisation d’une 
méthode PCR permettant la détection des gènes des 21 toxines de S. aureus dans une matrice 
alimentaire en une seule réaction. En fonction des résultats obtenus pour le projet « Staphtox », la 
real-time PCR est abandonnée au profit d’une PCR avec analyse des produits par électrophorèse 
sur gel d’agarose. La croissance des souches et l’extraction de l’ADN de ces dernières, étapes 
effectuées précédemment à l’analyse PCR,  sont également optimisées afin d’améliorer la 
spécificité de cette dernière. 
Dans un premier temps, il s’agit de déterminer un milieu d’enrichissement sélectif et optimal à la 
croissance de S. aureus parmi différents milieux nutritifs sélectionnés à l’aide de la littérature et à 
l’aide de différentes souches bactériennes (S. aureus, S. non aureus et non S. aureus). L’utilisation 
du milieu doit permettre une inhibition de la croissance des souches non S. aureus et S. non 
aureus ainsi qu’un développement optimal à S. aureus. 
Dans un deuxième temps, la méthode d’extraction d’ADN des souches est à optimiser à l’aide de 
lysostaphine. L’utilisation de cette dernière doit permettre d’augmenter la spécificité de la méthode 
d’extraction aux Staphylocoques. 
Dans un troisième temps, la méthode PCR doit être déterminée. Cette dernière doit permettre de 
différentier les souches de Staphylococcus produisant des toxines aux autres souches 
bactériennes dans une matrice alimentaire.    
Le développement d’une telle méthode est effectué dans le but de pouvoir détecter les gènes 
codants  des toxines de Staphylococcus pendant la production de la denrée alimentaire et ceci 
avant la production de toxines.  La mise en évidence de Staphylococcus produisant des toxines 
permet d’indiquer  un risque potentiel de contamination de la denrée alimentaire et peut entrer 
dans le cadre de la sécurité alimentaire. 
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2. Matériel et méthodes 
 
2.1. Matériel 
2.1.1. Souches 
 
Les différentes souches de bactéries utilisées lors de ce travail de diplôme sont présentées dans le 
tableau 5.  
 
Tableau 5 : Souches utilisées lors du travail de diplôme 
Souche Référence Source 
S. aureus A900322 Lyon 
S. aureus A900624 Lyon 
S. aureus CCM5757 Lyon 
S. aureus FRI1151m Lyon 
S. aureus FRI137 Lyon 
S. aureus FRI913 Lyon 
S. aureus Fukuoka 5 Lyon 
S. aureus DSM1104 HES·SO Sion 
S. aureus DSM799 HES·SO Sion 
S. capitis spp. CCM2734 Lyon 
S. epidermidis DSM20044 HES·SO Sion 
S. haemolyticus CCM2737 Lyon 
S. saprophyticus spp. CCM883 Lyon 
S. warneri CCM2730 Lyon 
E. coli DSM787 HES·SO Sion 
S. typhimurium ATC13311 HES·SO Sion 
L. monocytogenes DSM 20600 HES·SO Sion 
B. cereus DSM31 HES·SO Sion 
E. faecalis DSM20478 HES·SO Sion 
P. aeruginosa DSM939 HES·SO Sion 
L. casei - HES·SO Sion 
L. plantarum DSM20174 HES·SO Sion 
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2.1.2. Milieux, réactifs et produits 
 
Les différents milieux et produits utilisés pour la croissance des souches bactériennes et leur 
dénombrement (analyses microbiologiques) sont répertoriés dans le tableau 6. Ces derniers ont 
étés préparés selon les indications des fournisseurs et stockés selon les directives du laboratoire 
de la HES·SO. 
 
Tableau 6 : Milieux et produits utilisés lors des analyses microbiologiques 
Milieu et produit Référence Fournisseur 
- PCA 4021452 Biolife (Italy) 
(Plate Count Agar)   
 - Peptone 4123402 Biolife (Italy) 
(Tryptic Digest of Casein)   
 - Beef Extract Powder 4111252 Biolife (Italy) 
- D-Lactose monohydrate 61345 Fluka 
- Chlorure de Sodium 3134-1KG-R SIGMA-ALDRICH (Germany) 
- Agar 4110302 Biolife (Italy) 
- TSB 4021552 Biolife (Italy) 
(Tryptic Soy Broth)   
 - TBX Agar CM0945 OXOID LTD (UK) 
(Tryptone Bile Glucuronid Agar)    
 - ALOA 43641 bioMérieux 
(Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti)   
 - MYP Agar 4011112 Biolife (Italy) 
(Agar Cereus Sélectif)   
 - Polymyxin B-Sulfat 1.09875.0010 Merck 
( B. cereus selective supplement)   
 - XLD CM0469 OXOID LTD (UK) 
(Xylose Lysin Desoxycholat Agar)   
 - m-ENTEROCOCCUS Agar 4020462 Biolife (Italy) 
- BP 4011162 Biolife (Italy) 
(Baird & Parker)   
 - Egg Yolk Emulsion 50% 42111601 Biolife (Italy) 
(supplement BP)   
 - Tellurite de potassium 10% 5164 Merck 
- Crème à la vanille Migros Classic Estavayer Lait SA (Suisse) 
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Les différents produits et réactifs utilisés pour l’extraction d’ADN et  les analyses PCR (biologie 
moléculaire) se trouvent dans le tableau 7. 
 
Tableau 7 : Réactifs et produits utilisés lors des analyses de biologie moléculaire 
Réactifs et produits Référence Fournisseur 
- NucleoSpin®Tissue Kit 740952.50 MACHEREY- NAGEL GmbH & Co. KG 
- EDTA disodium salt dihydrate A2937, 0250 AppliChem 
- Tris hydrochloride A3452, 0500 AppliChem 
- Triton® X-100 23,472-9 Sigma-Aldrich 
- Lysostaphin recombinans L9043 Merck 
- RNase  203203 QIAGEN 
- Ethanol absolu - HES·SO Sion 
- Qubit® dsDNA BR Assay Kit Q32850 invitrogen 
- Agarose LE AGR-LE-500 Axygen Biosciences 
- Tampon TBE - HES·SO Sion 
- Bromure d'éthidium E1510 Sigma-Aldrich 
- Tampon de charge BBP - HES·SO Sion 
(bleu de bromophénol) 
  
- Tampon de charge XC - HES·SO Sion 
(xylène cyanol) 
  
- 2×KAPA 2G Fast Ready Mix KK5101 KAPABIOSYSTEMS 
- Amorce (100 µM) * Microsynth 
- 100% DMSO F515 FINNZYMES 
- Deoxynucleotide Solution Mix (10mM) N0447S New England Biolabs 
- Hot Start II DNA polymerase F-122S FINNZYMES 
- Rotor Gene Probe PCR Kit 204372 Qiagen 
- MgCl2 Solution (25mM) N04126 Applied Biosytems 
- Bétaine B2629 Sigma-Aldrich 
* Les références exactes des différentes amorces utilisées se trouvent en annexe 1 
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2.1.3. Equipement et appareillage 
 
Les différents équipements et appareils utilisés lors du travail de diplôme pour les analyses de 
microbiologie se trouvent dans le tableau 8. 
 
Tableau 8 : Equipements et appareils utilisés lors des analyses microbiologiques 
Matériel Type Fournisseur 
 
- Etuves ventilées D06062 Memmert GmbH & Co. KG 
(30°C, 37°C, 44°C)   
  
- Bain-marie avec agitation Telemodul 40 S Variomag  
 
- Autoclave HICLIVE
TM
 HV-85 HMC 
 
- Four micro-onde FM 1300 CA FRANKE AG 
 
- Mélangeur mécanique Stomacher 400 Circulator Seward 
 
- Sac sans filtre avec fermeture Stomacher lab system 400 Seward 
 
- Microscope BX 40 Olympus Optical Co. LTD 
 
- Chambre de comptage Neubauer Improved Assistent 
(0,0025 mm2, épaisseur : 0.02 mm)   
  
- Vortex Genie 2
TM
 Bender & Hobein AG 
 
- Balance PM 4800 METTLER 
 
- Matériel standard de laboratoire 
 
- 
 
HES·SO Sion 
 
 
Les différents équipements et appareils utilisés pour le bon déroulement du travail, analyses de 
biologie moléculaire, sont cités dans le tableau 9. 
 
Tableau 9 : Equipements et appareils utilisés lors des analyses de biologie moléculaire 
Matériel Type Fournisseur 
- centrifugeuse MIKRO 200 Hettich ZENTRIFUGEN 
- Bloc chauffant Thermomixer comfort eppendorf 
- Qubit
TM
 Quantification Qubit®Fluorometer invitrogen 
- Appareil d'électrophorèse PowerPac 3000 Bio-Rad Laboratories 
- Système d’analyse d’image ChemiDoc XRS Bio-Rad Laboratories 
- Thermocycler T3 Biometra biolabo scientific instruments 
- qPCR thermocycler Rotor-Gene Q Qiagen 
- Matériel standard de laboratoire - HES·SO Sion 
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2.2. Méthodes 
 
2.2.1. Revitalisation des souches 
 
Les souches pures se trouvant stockées dans du glycérol à -18°C sont  revitalisées sur milieu PCA 
(S. aureus et S. non aureus) / MRS (L. casei). Ces dernières sont décongelées rapidement  dans 
la main, puis 50 µl sont ensemencés en  surface. Les souches sont mises à incuber 24h à 37°C en 
milieu aérobie. 
Les souches pures se trouvant  sur milieu PCA et stockées à 2°C sont également revitalisées sur 
milieu PCA (E.coli, L. monocytogenes, S. typhimurium, E. faecalis, B.cereus) / MRS (L.  
plantarum). Une colonie est ensemencée en surface, puis les souches sont mises à incuber 24h à 
37°C.  
Les souches revitalisées sont stockées à 2°C et sont prêtes pour utilisation. 
2.2.2. Sélection du milieu d’enrichissement sélectif pour Staphylococcus aureus 
 
Le choix d’un milieu sélectif et optimal à la croissance de staphylococcus aureus a été effectué 
uniquement à l’aide de quelques souches se trouvant dans le tableau 5, S. aureus FRI137 et 
CCM5757, S. capitis, E.coli, S. typhimurium, B. cereus, E. faecalis et L. monocytogenes, ainsi 
qu’en présence d’une matrice alimentaire, la crème dessert à la vanille (cf. annexe 2).  
 
Préparation des souches 
 
Une colonie de chaque souche est inoculée dans un tube à essai contenant 5 ml de bouillon 
nutritif (Tryptic Soy Broth), préalablement mis à l’étuve à 37°C, puis ces derniers sont mis à 
incuber pendant 24h à 37°C.  
Après incubation, le nombre de germes des souches est déterminé. L’échantillon est dilué 20 fois 
puis le nombre de micro-organismes est dénombré à l’aide d’une chambre de comptage. Une fois 
ce dernier déterminé, les échantillons sont dilués avec de l’eau physiologique afin d’obtenir une 
concentration d’ ~25’000 ufc/ml, soit 1000 ufc/g d’aliment pour 25 g, pour chaque souche de 
bactéries. 
 
Croissance des souches dans le milieu sélectif 
 
La croissance de chacune des souches de S. aureus et S. non aureus est effectuée en présence 
des autres souches (E.coli, L. monocytogenes, S. typhimurium, E. faecalis, B.cereus) ainsi que de 
la matrice alimentaire (10%) et du milieu sélectif (90%). 
La composition des deux bouillons d’enrichissement sélectifs à la croissance de Staphylococcus 
aureus utilisés, Buttiaux & Brogniart hypersalé et Tryptic Soy Broth + 10% NaCl, se trouve dans les 
tableaux 10 et 11.    
 
Tableau 10 : composition du milieu Buttiaux et Brogniart hypersalé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ingrédient Quantité 
Tryptone 20 g 
Extrait de viande de bœuf 6 g 
Lactose 15 g 
Chlorure de sodium 150 g 
Agar 
Eau déminéralisée 
1 g 
1000 ml 
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Tableau 11 : composition du milieu TSB + 10% NaCl 
 
 
 
 
 
 
 
25 g d’aliment sont ajoutés à 225 ml de bouillon d’enrichissement sélectif (Buttiaux & Brogniart ou 
Tryptic Soy Broth + 10% NaCl) puis 1 ml (25’000 ufc) de chaque souche nécessaire y est inoculé. 
Ces derniers sont ensuite mélangés et le nombre de germes initial est déterminé sur milieux 
spécifiques aux différentes bactéries inoculées. Le mélange est ensuite mis à incuber pendant 24h 
à 37°C.  
Après incubation, le nombre de germes final est déterminé de la même manière que le nombre 
initial. 
 
Dénombrement des germes 
 
La détermination du nombre de germes initial et final en ufc/g été effectué à l’aide de la méthode 
d’ensemencement en surface et dans la masse. En fonction du nombre de germes initial ou final à 
déterminés, différentes dilutions décimales ont été ensemencées. En ce qui concerne le nombre 
initial de germes, les dilutions -2 et -3 ont été ensemencées pour chacune des souches. Pour le 
nombre final, les dilutions appliquées se trouvent dans le tableau 12.  
 
Tableau 12 : Dilutions décimales ensemencées afin de déterminer le nombre de germes final 
Souche Dilution Méthode d'ensemencement 
S. aureus et S. non aureus -8, -9 et -10 en surface 
E. coli -1, -2 et -3 dans la masse 
S. typhimurium, B. cereus,  
-2 et -3 en surface 
L. monocytogenes, E. faecalis 
 
Les différents milieux sélectifs utilisés ainsi que leur condition d’incubation en fonction des 
différentes souches choisies se trouvent dans le tableau 13.  
 
Tableau 13 : Milieu de culture et conditions d’incubations des souches utilisées 
Souche Milieu Incubation 
S. aureus BP 37 ± 1 °C / 18-48 heures  
S. non aureus BP 37 ± 1 °C / 18-48 heures  
E. coli TBX 44 ± 1 °C / 18-24 heures 
S. typhimurium XLD 37 ± 1 °C / 24 ± 3 heures 
L. monocytogenes ALOA 37 ± 1 °C / 2-3 jours 
B. cereus MYP-agar 30 ± 1 °C / 18-48 heures  
E. faecalis m-ENT 37 ± 1 °C / 2 jours 
2.2.3. Croissance des souches dans le milieu d’enrichissement sélectif  
 
La croissance de la totalité des souches se trouvant dans le tableau 5 a été effectuée dans le 
milieu d’enrichissement sélectif avec la denrée alimentaire. La croissance de quelques souches a 
également été effectuée sans matrice alimentaire, S. aureus FRI137, FRI913, CCM5757 et 
DSM799, S. haemolyticus et capitis ainsi que E. faecalis (cf. annexe 3). 
 
 
 
Ingrédient Quantité 
Tryptic Soy Broth 30 g 
Chlorure de sodium 100 g 
Eau déminéralisée 1000 ml 
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Préparation des souches 
 
La préparation des souches est effectuée de la même manière que celle décrite au point 2.2.2., 
Sélection du milieu d’enrichissement pour S. aureus. Cependant, certaines modifications sont 
apportées dans les dilutions effectuées. Après détermination du nombre de germes des 
échantillons par chambre de comptage, ces derniers sont dilués afin d’obtenir une concentration 
finale d’ ~5’000-10’000 ufc/g d’aliment ou ml. 
 
Croissances des souches dans le milieu sélectif 
 
La croissance individuelle de chaque souche dans le milieu sélectif, avec ou sans matrice 
alimentaire, est effectuée dans 9 ml de bouillon d’enrichissement sélectif Tryptic Soy Broth + 15 % 
NaCl. En ce qui concerne la croissance des souches avec la matrice alimentaire, 1 g de cette 
dernière est ajouté au bouillon. La souche y est ensuite ajoutée, afin d’obtenir une concentration 
finale d’environ 5'000 à 10’000 ufc/g. Pour la croissance des souches sans denrée alimentaire, 1 
ml d’une solution bactérienne de 5'000 à 10'000 ufc/ ml y est ajouté. Le mélange est ensuite mis à 
incuber pendant 24h à 37°C.  
Le nombre de germes initial est déterminé à l’aide de milieux spécifiques pour les bactéries 
inoculées dans la matrice alimentaire. En ce qui concerne les bactéries se trouvant uniquement en 
présence du milieu sélectif, le nombre de germes est déterminé sur milieu PCA.  
Après incubation, le nombre de germes final est déterminé de la même manière que le nombre 
initial. 
 
Détermination du nombre de germes 
 
Le dénombrement des germes en ufc/g ou ml a été effectué à l’aide de la méthode 
d’ensemencement dans la masse et en surface. Les différents milieux sélectifs utilisés ainsi que 
leur condition d’incubation en fonction des différentes souches choisies sont identiques à ceux 
mentionnés dans le tableau 13, chapitre 2.2.2. Cependant, deux bactéries ont été ajoutées, L. 
casei et L. plantarum. Ces dernières ont été ensemencées en surface sur milieu MRS-agar et 
incubées 3 jours à 37 ± 1 °C. Les dilutions décimales ensemencées pour déterminer le nombre de 
germes initial sont -2 et -3. En ce qui concerne le nombre de germes final, les dilutions 
ensemencées sont -2, -3, -4, -5, -7 et -8. Lors du dénombrement des bactéries à l’aide de milieu 
PCA, les conditions d’incubation restent identiques. 
2.2.4. Extraction de l’ADN génomique 
 
L’extraction de l’ADN génomique a été effectuée sur l’intégralité des souches bactériennes mises 
en croissance, dans le milieu nutritif général TSB, dans le bouillon d’enrichissement sélectif ainsi 
que dans ce dernier avec présence de la matrice alimentaire, lors des essais du chapitre 2.2.3.  
L’extraction a été réalisée de la même manière que dans le projet « Staphtox ». Lors de ce dernier, 
l’extraction d’ADN a été effectuée à l’aide d’un kit d’extraction NucleoSpin® Tissue. Ce dernier a 
été utilisé pour extraire l’ADN de différentes souches pures de bactéries et a été adapté afin 
d’optimiser l’extraction de Staphylococccus aureus. Cette optimisation a été effectuée par 
l’utilisation de lysostaphine, la concentration (U) nécessaire a été déterminée lors de ce projet 
précédents, cette étape permet d’augmenter la spécificité de la méthode d’extraction. Les temps 
d’incubation lors des étapes de pré-lyse et de lyse ont également été déterminés afin que les 
étapes d’extractions soient optimales. Lors de ce travail, l’extraction d’ADN a été effectuée de la 
même manière que lors du projet « Staphtox ».  
L’extraction d’ADN a été effectuée selon le protocole de base pour les bactéries, cependant les 
modifications suivantes y ont été apportées. Après centrifugation de 0.5 ml de culture bactérienne, 
le pellet est lavé avec 1 ml de tampon TE (dans le Kit) puis ce dernier est resuspendu à l’aide de 
buffer T1 (180µl) mélangé à de la lysostaphine (5U) et les échantillons sont mis à incuber 1 heure 
à 37°C.  Ensuite, 25µl de proteinase K (dans le kit) y sont ajoutés et ces derniers sont incubés 
3heures à 56°C. Les échantillons sont ensuite mis à incuber 5 minutes à température ambiante 
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avec  20µl de RNase (20mg/ml). L’extraction d’ADN est finalement terminée en concordance avec 
le protocole du fournisseur, se trouvant à l’annexe 4, à partir de l’étape 3. Les échantillons d’ADN 
une fois extraits sont quantifiés puis stockés à -20°C. 
2.2.5. Analyse qualitative de l’ADN extrait 
 
La qualité de l’ADN extrait est contrôlée à l’aide d’une électrophorèse sur gel d’agarose (1.75%). 
Ce dernier est fabriqué à l’aide de 100 ml de tampon TBE 1x et de 1.75 g d’agarose ajouté à un 
erlenmeyer de 500 ml. Le mélange est ensuite mis au four à micro-onde et amené à ébullition 
jusqu’à dissolution complète de l’agarose. Le mélange est ensuite mis à refroidir sous faible 
agitation jusqu’à ~ 60°C, puis 2 µl de bromure d’éthidium y est ajouté. Après quelques instants 
d’agitation, le gel est coulé dans la forme avec le peigne approprié puis laissé solidifier ~ 30 
minutes à température ambiante. Ce dernier est ensuite déposé dans une cuve d’électrophorèse 
et recouvert de tampon d’électrophorèse, TBE 1x.  
Les échantillons peuvent ensuite être chargés sur le gel. 20 µl d’ADN extrait sont mélangés avec 4 
µl de tampon de charge, le bleu de bromophénol, puis déposés dans les puits du gel. 5 µl d’un 
marqueur de taille (1 kb) sont également déposés sur le gel.  
La migration est effectuée à 120 V pendant 40 minutes, une fois cette dernière terminée, la lecture 
du gel est effectuée sur lampe UV.  
2.2.6. Analyse quantitative de l’ADN extrait 
 
La quantification de l’ADN génomique extrait est effectuée à l’aide du protocole Quant-iTTM dsDNA 
BR Assay Kits (schématisé en annexe 5) et du QubitTM fluorometer. A l’aide de cet appareil, l’ADN 
double brin peut être quantifié, les résultats obtenus sont en µg/ml. Avant chaque utilisation, ce 
dernier nécessite d’être calibré et les solutions utilisées doivent se trouver à température ambiante. 
2.2.7. Sélection de la méthode PCR pour l’identification des gènes de toxines de S. aureus  
 
2.2.7.1. Choix de l’enzyme et des conditions de cycles pour les réactions PCR 
 
La sélection de l’enzyme la plus appropriée aux essais PCR a été effectuée à l’aide de deux 
enzymes, 2x KAPA 2G Fast Ready Mix et Phire® Hot Start II DNA Polymerase. Les essais ont été 
réalisés uniquement avec quelques échantillons d’ADN extraits, S. aureus FRI913 et CCM5757 
ainsi que E. faecalis mis en croissance dans un milieu nutritif général (TSB) ainsi que dans le 
milieu d’enrichissement sélectif (TSB + 10% NaCl) avec la matrice alimentaire. Des plasmides 
contenant les gènes isolés de certaines toxines de S. aureus sont employés comme contrôle 
positif de la réaction PCR, toxines E, k, L et Q. Des contrôles négatifs sont également employés 
lors de chaque analyse PCR, le contrôle de l’extraction d’ADN et le contrôle de l’eau PCR. 
 
Préparation du master mix 
 
Pour chacune des deux enzymes, un master mix est préparé selon les tableaux 14 et 15, puis 
réparti dans des tubes PCR.  Les échantillons d’ADN sont ensuite ajoutés et la PCR peut avoir 
lieu. La préparation des master mix a été effectuée au plus proche des instructions du fournisseur, 
cependant quelques modifications y ont été apportées. 
 
Tableau 14 : master mix utilisé pour la PCR avec enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 25 µl rxn Concentration finale 
- 2x KAPA 2G Fast Ready Mix 12.5 1 x 
- Mélange amorces (2 µM) 2.5 0.2 µM 
- DMSO (100%) 1.25 0.05 
- Echantillon ADN -* ~ 10 ng 
- Eau PCR jusqu’à 25 µl - 
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Tableau 15 : master mix utilisé pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- Eau PCR jusqu'à 20 µl - 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1x 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- DMSO (100%) 0.6 0.03 
- Echantillon ADN -* ~ 10 ng 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
 * La quantité d’ADN est déterminée en fonction de la concentration de l’échantillon d’ADN analysé 
 
Le mélange d’amorces est effectué à l’aide de 49 amorces pour un volume final de 250 µl. 5 µl de 
chacune des amorces sont mélangés et le volume final est ajusté à l’aide de 5 µl de tampon TE. 
La concentration maximale du mélange d’amorce pouvant être atteint est de 2 µM. Les différentes 
amorces utilisées se trouvent en annexe 1 et ont été sélectionnées en fonction des toxines à 
analyser (SEA à SEV), annexe 6, et du projet « Staphtox ».  
Afin d’éviter les contaminations, la préparation du master mix et l’ajout de l’échantillon d’ADN n’ont 
pas lieu au même endroit. 
Lors de la préparation des échantillons contenant les plasmides, ces derniers sont dilués 1000x et 
2 µl sont utilisés pour les analyses PCR. 
 
Cycles PCR 
 
Les conditions de cycles pour les analyses PCR ont été fixées et modifiées en fonction des 
indications du fournisseur. 
 
Tableau 16 : conditions de cycles pour la PCR avec enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix 
 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 3 min 95°C 
- Dénaturation 15 sec 95°C 
- Hybridation 15 sec 60°C 
- Extension 10 sec 72°C 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72°C 
 
 
Tableau 17 : conditions de cycles pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 3 min 98°C 
- Dénaturation  5 sec 98°C 
- Hybridation 5 sec 61°C 
- Extension 1 / 15 sec * 72°C 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72°C 
* Avec l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase, deux conditions d’extension ont été appliquées 
2.2.7.2. Optimisation de la méthode PCR  
 
Une fois l’enzyme (Phire® Hot Start II DNA Polymerase) et les conditions de cycle déterminées, la 
méthode PCR est optimisée. La méthode de base déterminée correspond aux paramètres se 
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trouvant dans le tableau 18 pour la préparation du master mix et dans le tableau 19 pour les 
conditions de cycle. Les échantillons utilisés pour ces différents essais sont semblables à ceux 
employé lors du chapitre 2.2.7.1., choix de l’enzyme et des conditions de cycles pour les réactions 
PCR, cependant deux échantillons d’ADN sont ajoutés, L plantarum et S. capitis ayant crû avec le 
milieu sélectif et la denrée alimentaire.   
 
Tableau 18 : master mix déterminé pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1× 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- DMSO (100%) 0.6 0.03 
- Echantillon ADN 12.6* ~ 10 ng 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
*Quantité calculée afin d’avoir une concentration moyenne d’ADN de 10 ng pour les souches de S. aureus 
 
Tableau 19 : conditions de cycles pour la PCR déterminé pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 3 min 98°C 
- Dénaturation 5 sec 98°C 
- Hybridation 5 sec 61°C 
- Extension 1 sec  72°C 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72°C 
 
L’optimisation est effectuée en modifiant différents paramètres de la composition du master mix 
(utilisation d’additif) et des conditions de cycle.  
En ce qui concerne le master mix, les essais d’optimisation ont été effectués par l’utilisation de la 
bétaine et la suppression du DMSO dans la composition de la réaction PCR, figure 18. Cette 
dernière se trouve pour chacun des essais dans les tableaux 20 et 21. Lors de ces derniers, les 
conditions de cycle restent fixes (cf. tableau 19). 
 
Tableau 20 : essai sans utilisation de DMSO 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- Eau PCR 0.6 - 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1× 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- Echantillon ADN 12.6 ~ 10 ng 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
 
Tableau 21 : essai avec utilisation bétaine (1.3 M) 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1× 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- Bétaine (13 M) 2 1.3 M 
- Echantillon ADN 11.2 ~ 10 ng 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
 
Pour les essais PCR effectués avec (tableau 18) et sans (tableau 20) DMSO  mentionnés ci-
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dessus, une PCR a également été effectuée avec une modification des conditions de cycle, la 
température d’hybridation a été diminuée de 2°C.  
Un essai a également été effectué en éliminant l’étape d’hybridation à la PCR, la composition du 
master mix étant semblable à celle du tableau 20, les conditions de cycle pour cet essai se 
trouvent dans le tableau 22. 
 
Tableau 22 : conditions de cycles pour la PCR sans extension 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 3 min 98°C 
- Dénaturation 5 sec 98°C 
- Hybridation 5 sec 61°C 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72°C 
 
2.2.7.3. Application de la méthode PCR sélectionnée 
 
L’intégralité des échantillons d’ADN extraits a été analysée à l’aide de la réaction et des conditions 
de cycle PCR se trouvant dans les tableaux 23 et 24 suivants.  
 
Tableau 23 : essai sans utilisation de DMSO 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- Eau PCR 0.6 - 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1× 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- Echantillon ADN 12.6 ~ 10 ng* 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
*les concentrations en ADN exactes utilisées pour chaque souche se trouvent en annexe 7 
 
Tableau 24 : conditions de cycles pour la PCR 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 3 min 98°C 
- Dénaturation 5 sec 98°C 
- Hybridation 5 sec 61°C 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72°C 
 
Les contrôles positifs et négatifs utilisés ainsi que la préparation du mélange d’amorces sont 
identiques au chapitre 2.2.7.1.   
2.2.8. PCR en temps réel (qPCR) 
 
Lors du projet « Staphtox », les analyses ont étés effectuées à l’aide de la PCR en temps réel, la 
quantification a été effectuée à l’aide d’une sonde de fluorescence. Les produits PCR ont 
également été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose. 
Afin de pouvoir comparer les résultats du projet « Staphtox » à ceux obtenus lors de ce travail, une 
qPCR a été effectuée sur l’intégralité des échantillons. Cette dernière a été réalisée selon les 
conditions de cycles et la composition du  master mix défini lors du projet « Staphtox », tableaux  
25 et 26. Cependant, les produits PCR étant uniquement interprétés par électrophorèse sur gel 
d’agarose, l’utilisation d’une sonde de fluorescence n’est pas nécessaire et la composition du 
master mix est modifiée.   
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Tableau 25 : master mix utilisé pour la PCR en temps réel 
Produit / réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- 2x Rotor-Gene™ Multiplex PCR Master Mix 10 1x 
- Mélange amorces 2 0.2 µM 
- MgCl2 (25mM) 2 2.5 mM 
- Echantillon ADN 6 ~ 10 ng 
 
Tableau 26 : conditions de cycles pour la qPCR 
Etape du cycle Temps Température 
- Dénaturation initiale 10 min 95°C 
- Dénaturation 5 sec 95°C 
- Hybridation 30 sec 54°C 
   Nombre de cycle 35 - 
 
La préparation du master mix et des échantillons nécessite différentes précautions afin d’éviter les 
contaminations. La préparation du master mix est effectuée dans une pièce isolée de tout contact 
avec les échantillons d’ADN. Ces derniers ont ensuite été ajoutés à la réaction sous flux laminaire. 
2.2.9. Analyse des produits PCR par électrophorèse sur gel d’agarose 
 
L’analyse des produits PCR obtenus est effectuée par électrophorèse sur gel d’agarose (1.75%). 
La préparation de ce dernier est identique au point 2.2.6., analyse quantitative de l’ADN extrait, 
cependant la préparation des échantillons diffère. 20 µl des produits PCR sont mélangés avec 4 µl 
de tampon de charge, le xylène cyanol, puis chargés sur le gel d’agarose. 5 µl d’un marqueur de 
taille (100 pb) sont également déposés sur le gel. 
La migration est effectuée à 120 V pendant 1heure10, une fois cette dernière terminée, la lecture 
du gel est effectuée sur lampe UV. Après 40 minutes de migration, une première lecture du gel est 
également effectuée. 
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3. Résultats  
3.1. Sélection de la matrice alimentaire et des souches utilisées lors de ce travail 
 
La sélection de la matrice alimentaire a été effectuée en fonction du cahier des charges reçu, choix 
entre une crème dessert et un fromage à pâte molle. Lors de ce travail, l’utilisation de la crème 
dessert vanille a été choisie.  La composition de cette dernière ainsi que son pH et sa valeur aw se 
trouvent en annexe 8.  
Lors de ce travail, dont le but était de détecter les gènes des entérotoxines staphylococciques,   
différentes souches de Staphylococcus ont été utilisées, S. aureus (cf. tableau 5) et  S. non aureus 
(Staphylocoque à coagulase négative), tels que S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. 
saprophyticus et S. warneri. Pour S. aureus, les différentes souches choisies contiennent des 
entérotoxines connues, excepté pour S. aureus DSM 799 et DSM 1104. Ces dernières se trouvent 
dans le tableau 37 et ont été sélectionnées à l’aide du projet « Staphtox ».  
Différentes souches de non S. aureus ont également été utilisées comme contrôle négatif tout au 
long de ce travail pour vérifier la sélectivité des méthodes employées. Ces dernières ont été 
sélectionnées en fonction de leur possible présence dans les deux matrices alimentaires citées ci-
dessus, la crème dessert vanille et le fromage à pâte molle. Ce dernier pouvant être fabriqué à 
partir de lait cru, la sélection des souches a principalement été effectuée selon leur possible 
présence dans la flore de ces derniers. Les germes pathogènes sélectionnés  sont Escherichia 
coli, Salmonella typhimurium, Listeria moncytogenes [14] et Bacillus cereus [15]. Enterococcus 
faecalis a également été utilisé, ce dernier étant un indicateur fécal dans les aliments ainsi que 
Pseudomonas aeruginosa [16], présent dans la flore d’altération du lait cru. Lactobacillus casei et 
Lactobacillus plantarum ont principalement été sélectionnés pour leur présence dans le fromage à 
pâte molle.  
 
3.2. Sélection du milieu d’enrichissement sélectif et optimal à la croissance de 
Staphylococcus aureus 
 
La sélection du milieu d’enrichissement sélectif et optimal à la croissance de S. aureus a été 
effectuée en deux temps, une pré-sélection des milieux a été effectuée à l’aide de recherches de 
littérature et la sélection finale par des essais pratiques. 
La pré-sélection des milieux a été effectuée à l’aide de la littérature. Dans cette dernière, 
l’utilisation de nombreux milieux sélectifs liquides à la croissance de S. aureus ont été décrits, tels 
que le bouillon hypersalé, Giolitti et Cantoni, Tryptic Soy Broth + NaCl et le milieu BP liquide [17].  
Les milieux ont été choisis en fonction de leur facteur de sélectivité. S. aureus étant capable de 
croître à de hautes teneurs en sel, la sélectivité des milieux est obtenue par l’utilisation de NaCl. 
Deux milieux correspondants à ces critères ont été sélectionnés pour les essais pratiques, les 
bouillons hypersalés (Buttiaux et Brogniart) et Tryptic Soy Broth (TSB) + NaCl (10%). 
La sélection finale du milieu a été effectuée selon la méthode 2.2.2. La sélectivité des milieux a été 
évaluée à l’aide de 3 souches de Staphylococcus (S. aureus et S. non aureus), chacune mise en 
croissance dans les milieux sélectifs pré-sélectionnés  et la matrice alimentaire ainsi qu’avec  5 
autres souches de non Staphylococcus. Les résultats obtenus se trouvent dans les tableaux 27 à 
29. 
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Tableau 27 : croissance de S. aureus FRI137 dans les milieux Buttiaux Brogniart et TSB + 10% NaCl avec les cinq 
autres souches non S. aureus 
S. aureus FRI137 
Milieu Buttiaux Brogniart Milieu TSB + 10% NaCl 
Nombre de germes [ufc/g] Nombre de germes [ufc/g] 
inital (N0) final (Nf) inital (N0) final (Nf) 
S. typhimurium < 3.5 · 10^2 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
B. cereus < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
E. coli < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
L. monocytogenes < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
E. faecalis 1.9 · 10^3 ufc/g 1.55 · 10^3 ufc/g 1.15 · 10^3 ufc/g > 30000 ufc/g 
S. aureus 1 · 10^3 ufc/g < 10^8 ufc/g < 1.5 · 10^2 ufc/g 1.3 · 10^9 ufc/g 
 
Tableau 28 : croissance de S. aureus CCM5757 dans les milieux Buttiaux Brogniart et TSB + 10% NaCl avec les cinq 
autres souches non S. aureus 
S. aureus CCM5757 
Milieu Buttiaux Brogniart Milieu TSB + 10% NaCl 
Nombre de germes [ufc/g] Nombre de germes [ufc/g] 
inital (N0) final (Nf) inital (N0) final (Nf) 
S. typhimurium 1.4 · 10^3 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
B. cereus < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 5.5 · 10^2 ufc/g < 100 ufc/g 
E. coli < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
L. monocytogenes < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
E. faecalis 2.35 · 10^3 ufc/g 1.05 · 10^3 ufc/g 1.75 · 10^3 ufc/g > 30000 ufc/g 
S. aureus 1.65 · 10^3 ufc/g < 2 · 10^8 ufc/g 1.45 · 10^3 ufc/g 1.6 · 10^8 ufc/g 
 
Tableau 29 : croissance de S. aureus CCM5757 dans les milieux Buttiaux Brogniart et TSB + 10% NaCl avec les cinq 
autres souches non S. aureus 
S. capitis spp.  
Milieu Buttiaux Brogniart Milieu TSB + 10% NaCl 
Nombre de germes [ufc/g] Nombre de germes [ufc/g] 
initial (N0) final (Nf) initial (N0) final (Nf) 
S. typhimurium < 5 · 10^2 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
B. cereus < 1.5 · 10^2 ufc/g < 100 ufc/g < 2 · 10^2 ufc/g < 2 · 10^2 ufc/g 
E. coli < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
L. monocytogenes < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g < 100 ufc/g 
E. faecalis 3.55 · 10^3 ufc/g 1.45 · 10^3 ufc/g 1.6 · 10^3 ufc/g > 30000 ufc/g 
S. capitis < 1.5 · 10^2 ufc/g < 10^8 ufc/g  < 100 ufc/g < 3.5 · 10^8 ufc/g 
 
D’une manière générale, il est possible de constater que le dénombrement des germes n’est pas 
précis  (inférieur à) pour les souches de S. typhimurium, B. cereus, E. coli et L. monocytogenes, ce 
qui est dû à l’ensemencement de dilutions trop élevées (< 10 germes/plaque), cependant la 
tendance est identique, aucune croissance n’est observée. Les trois tableaux précédents 
permettent de constater que l’efficacité des deux milieux sélectifs est presque similaire, excepté 
pour les Staphylocoques et E. faecalis. Le milieu Buttiaux Brogniart permet d’inhiber la croissance 
d’E. faecalis, contrairement au milieu TSB + 10% NaCl. Cependant, ce dernier permet une 
croissance plus optimale à S. aureus. 
En fonction des résultats obtenus pour les souches de Staphylocoques et d’E. faecalis, le milieu 
Buttiaux Brogniart est plus sélectif qu’optimal à la croissance de S. aureus et inversement pour le 
milieu TSB + 10% NaCl. Afin de confirmer ces résultats, E. faecalis et une souche de S. aureus ont 
été mis en croissance, selon la méthode 2.2.3., dans les deux milieux sélectifs. Un troisième milieu 
a également été testé afin de trouver une alternative aux deux autres cités précédemment, TSB + 
15% NaCl. Les résultats obtenus se trouvent dans le tableau 30. 
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Tableau 30 : croissance de S. aureus FRI137 et E. faecalis dans différents milieux sélectifs 
Souche Milieu 
Nombre de germes [ufc/g] 
inital (N0) final (Nf) 
E. faecalis 
Milieux Buttiaux Brogniart 1.52 · 10^3  < 2 · 10^3  
Milieux TSB + 10% NaCl 1.03 · 10^3  5.8 · 10^8  
Milieux TSB + 15% NaCl 1.41 · 10^3  2.35 · 10^4  
S. aureus FR3137 
Milieux Buttiaux Brogniart 1.7 · 10^2  1.9 · 10^5  
Milieux TSB + 10% NaCl 1.95 · 10^2 8.8 10^7 
Milieux TSB + 15% NaCl 1.7 · 10^2  2.65 · 10^7  
  
Le tableau 30 permet de confirmer les résultats précédents concernant la croissance de S. aureus 
et E. faecalis dans le milieu Buttiaux Brogniart et TSB + 10% NaCl. Il est également possible 
d’observer que le milieu TSB + 15% NaCl offre des conditions de croissance optimales à S. aureus 
et permet également de minimiser la croissance d’E. faecalis, il est optimal et sélectif. 
 
3.3. Croissance des souches dans le milieu d’enrichissement sélectif 
 
La croissance de toutes les souches a été effectuée dans le milieu TSB + 15% NaCl avec la 
matrice alimentaire, selon la méthode 2.2.3. Sept souches ont également été mises en croissance 
uniquement dans le milieu sélectif. Les résultats des croissances sont exprimés sous forme de 
graphique et se trouvent sous forme détaillée en annexe 9.  
Le graphique 1 représente la croissance des différentes souches de S. aureus dans la matrice 
alimentaire et le milieu d’enrichissement  sélectif TSB + 15% NaCl après 24 heures d’incubation. Il 
est possible de constater que toutes les souches, excepté A900322, FRI1151m et FRI137, ont une 
croissance optimale et supérieure à 1 · 108 ufc/g. La croissance maximale est de 1.1 · 109 ufc/g 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graphique 1 : Croissance des différentes souches de S. aureus dans la matrice alimentaire et le milieu d'enrichissement 
spécifique 
 
En ce qui concerne la croissance des souches de S. non aureus, il est possible de constater que le 
milieu n’inhibe pas cette dernière. Le graphique 2 présente la croissance des différentes souches 
dans la matrice alimentaire et le milieu d’enrichissement sélectif, il est possible d’observer que la 
croissance minimale est de 1.6 · 106 ufc/g et la croissance maximale de 6.7 · 108 ufc/g. 
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Graphique 2 : Croissance des différentes souches de S. non aureus dans la matrice alimentaire et le milieu 
d'enrichissement spécifique 
 
D’une  manière générale, il est possible de constater que les souches de non S. aureus sont 
inhibées par le milieu sélectif, excepté L. monocytogenes, E faecalis et L. casei. La croissance de 
ces dernières est cependant modérée, sauf pour E. faecalis dont la croissance est de 2.5 · 108 
ufc/g. Les résultats se trouvent dans le graphique 3. 
 
 
 
Graphique 3 : Croissance des différentes souches de non S. aureus dans la matrice alimentaire et le milieu 
d'enrichissement spécifique 
 
Les croissances des sept souches effectuées dans le milieu d’enrichissement sélectif se trouvent 
dans le tableau 4. Il est possible de constater que la croissance des souches de S. aureus est plus 
optimale que celles des souches non S. aureus. En ce qui concerne E. faecalis, le milieu inhibe la 
croissance et permet une réduction du nombre de germes initial. 
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Graphique 4 : Croissance des différentes souches de non S. aureus dans le milieu d'enrichissement spécifique 
 
Le graphique 5 représente la croissance des sept souches dans le milieu d’enrichissement sélectif 
et la matrice alimentaire en comparaison à leur croissance dans le milieu sélectif seul. La 
croissance est exprimée en fonction de la différence entre le nombre de germes initial et final en 
ufc/g de chaque souche. 
 
 
Graphique 5 : Comparaison des croissances des souches dans le milieu d'enrichissement sélectif et la matrice 
alimentaire et des souches dans le milieu d'enrichissement sélectif 
 
A l’aide des résultats du graphique 5, il est possible de constater que la croissance des souches S. 
aureus CCM5757, S. capitis et S. haemolyticus dans le milieu sélectif avec et sans la denrée 
alimentaire est presque similaire. Les résultats pour la souche de S. aureus  FRI137 démontrent 
une croissance plus faible dans le milieu d’enrichissement et la denrée alimentaire que sans cette 
dernière. En ce qui concerne S. aureus FRI913 et DSM799 ainsi que E. faecalis la croissance des 
germes dans le milieu sélectif et la matrice alimentaire est plus importante que sans cette dernière.  
En ce qui concerne E. faecalis, sa croissance dans le milieu sélectif implique une réduction du 
nombre de germes de 2.9 · 103 ufc/g contrairement à sa croissance avec la denrée alimentaire qui 
permet une augmentation du nombre de germes de 2.5 · 108 ufc/g. Les résultats obtenus étant à 
l’opposé l’un de l’autre, la croissance d’E. faecalis dans la matrice alimentaire a été répétée deux 
fois. Pour chacun des essais, une réduction du nombre de germes a été démontrée, 3.9 · 103 et 
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4.7 · 103 ufc/g, contrairement aux résultats précédents. 
3.4. Extraction d’ADN avec la lysostaphine 
 
L’extraction d’ADN a été effectuée selon la méthode 2.2.4. et sur toutes les souches mentionnées 
ci-dessus après croissance dans le milieu sélectif avec et sans matrice alimentaire. Les souches 
se trouvant dans le bouillon de pré-culture (TSB), cf. méthode 2.2.3., ont également été extraites.  
La quantification de l’ADN a été effectuée à l’aide du Qubit selon la méthode 2.2.6. et les résultats 
obtenus se trouvent dans le tableau 31, en fonction du milieu dans lequel la croissance des 
souches a eu lieu. 
 
.Tableau 31 : quantité d’ADN extrait en µg/m pour les différentes souches en fonction de leur milieu de croissance 
Souche 
Quantité d'ADN extrait [µg/ml] ou [ng/µl] 
milieu TSB milieu sélectif et matrice alimentaire milieu sélectif 
S. aureus A900322 14.8 < 0.010 - 
S. aureus A900624 42.7 0.887 - 
S. aureus CCM5757 9.35 0.708 0.250 
S. aureus FRI1151m 8.9 0.318 -  
S. aureus FRI137 22.1 < 0.010 0.360 
S. aureus FRI913 33.6 3.12 < 0.010 
S. aureus Fukuoka 5 22.9 0.496  - 
S. aureus DSM1104 69.5 9.31  - 
S. aureus DSM799 0.845 0.475 < 0.010 
S. capitis 2.0 0.149 < 0.010 
S. epidermidis 30.5 0.929 - 
S. haemoliticus 0.911 0.711 < 0.010 
S. saphrophyticus spp. 0.845 0.752 - 
S. warneri 1.07 0.656 - 
E. coli 140 < 0.010  - 
S. typhimurium 110 < 0.010  - 
L. monocytogenes 67.5 < 0.010  - 
B. cereus 168 < 0.010  - 
E. faecalis 100 0.937 < 0.010 
P. aeruginosa 88.3 0.104  - 
L. plantarum 12.3 1.77 - 
L. casei 80.9 < 0.010 - 
 
D’une manière générale, il est possible d’observer que la quantité d’ADN extraite des souches est 
supérieure dans le milieu de croissance TSB avec un nombre de germes plus élevé que dans les 
deux autres.  
Pour les souches de S. aureus, la quantité minimale d’ADN extraite est de 0.318 µg/ml pour les 
souches mises en croissance dans le milieu sélectif et la matrice alimentaire, excepté pour S. 
aureus A900322 et FRI137, où la concentration est < 0.010 µg/ml. En comparant les résultats avec 
les nombres de germes présents lors de l’extraction, annexe 10, il est possible de constater que la 
quantité d’ADN est quantifiable à partir d’un nombre de germes ≥ 6 · 106 ufc/g. Cependant, pour 
les quatre souches se trouvant dans le milieu sélectif seul, l’ADN peut être quantifié uniquement 
pour S. aureus A900322 et FRI137, pour un nombre de germes similaire, ≥ 1. 6 · 108 ufc/g. 
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Lors de l’extraction des souches S. non aureus en présence de la denrée alimentaire, la quantité 
d’ADN obtenue est très similaire à celle obtenue pour S. aureus. La quantité minimale est de 0.149 
µg/ml pour 1.6 · 106 ufc/g. Pour le milieu sélectif seul, la quantité d’ADN extraite n’est pas 
quantifiable pour un nombre de germes < 2.3 · 106 ufc/g. 
En ce qui concerne les souches de non S. aureus, la quantifié d’ADN extraite dans le milieu 
sélectif avec la denrée alimentaire est < 0.010 µg/ml, excepté pour E. faecalis, P. aeruginosa et L. 
plantarum. Globalement, la quantité d’ADN obtenue est <  0.010 µg/ml pour un nombre de germes 
< 4.5 · 105 ufc/g. 
 
La méthode d’extraction d’ADN utilisée a également été testée afin de déterminer si l’ADN ne subit 
pas de dégradation. Après extraction, l’ADN d’une souche de S. aureus (CCM5757) a été analysée 
(figure 1) selon la méthode 3.2.5. Aucune dégradation de l’ADN n’est observée, le fragment obtenu 
sur gel d’agarose est net.  
 
 
Figure 2 : analyse qualitative de l’ADN extrait de S. aureus CCM5757 
3.5. Sélection d’une méthode PCR pour la détection des entérotoxines 
staphylococciques 
 
Afin de déterminer une méthode PCR permettant la détection des gènes des entérotoxines 
staphylococciques, les conditions de cycles et la composition du master mix de cette dernière 
doivent être définis et dépendent de l’enzyme utilisée. Une fois la méthode déterminée, cette 
dernière est optimisée. 
3.5.1. Choix de l’enzyme et des conditions PCR  
 
Lors de ce travail de diplôme, deux enzymes ont été mises à disposition afin de pouvoir effectuer 
les analyses PCR, 2x KAPA 2G Fast Ready Mix et Phire® Hot Start II DNA Polymerase. La 
sélection de l’enzyme la plus appropriée pour la réaction PCR a été effectuée selon la méthode 
2.2.7.1.  
Les différents échantillons analysés pour les deux enzymes se trouvent dans le tableau 32. Les 
échantillons sans denrée alimentaire représentent les souches mises en croissance dans le milieu 
de pré-culture TSB et non dans le milieu sélectif TSB + 15% NaCl. Les résultats obtenus après 
électrophorèse sur gel d’agarose se trouvent sur les figures 3 et 4.  
 
Tableau 32 : échantillons utilisés lors de la PCR avec l’enzyme 2x KAPA 2G Ready Mix et PhireHot® Start II DNA 
polymerase 
N° Echantillon N° Echantillon 
1 S. aureus CCM5757 + DA 6 Plasmide E 
2 S. aureus FRI913 + DA 7 Plasmide K 
3 S. aureus CCM5757 8 Plasmide L 
4 S. aureus FRI913  9 Plasmide Q 
5 E. faecalis + DA 10 Contrôle PCR 
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En ce qui concerne les échantillons analysés, les deux souches de S. aureus peuvent produire 
différentes toxines, SEB,K,Q pour S. aureus CCM5757 et SEA,C,E,K,L,Q,R pour S. aureus 
FRI913. Les plasmides contenant le gène isolé d’une entérotoxine staphylococcique sont utilisés 
comme contrôle positif, détectés avec succès lors du projet « Staphtox », ils permettent de vérifier 
les résultats PCR obtenus. Pour E. faecalis, la présence de toxine n’étant pas connue, il sert de 
contrôle négatif. Afin de vérifier qu’aucune contamination ne soit survenue lors de la préparation 
des échantillons un contrôle négatif a également été effectué pour la réaction PCR. 
La PCR effectuée à l’aide de l’enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix permet d’obtenir les résultats 
se trouvant sur la figure 3. D’une manière générale, il est possible d’observer la forte présence de 
dimères d’amorces (en dessous de 100 pb). Il est également possible de constater que pour les 
échantillons 1 à 4 contenant la même souche de S. aureus, CCM5757 ou FRI913, les résultats 
obtenus avec ou sans denrée alimentaire ne sont pas similaires. S. aureus FRI913 possède un 
fragment supplémentaire visible lors de la PCR avec la denrée alimentaire et inversement pour S. 
aureus CCM5757. Pour chaque plasmide contenant le gène isolé d’une toxine, un seul fragment 
de taille connue peut être observé, 146 pb pour SEE, 127 pour SEK, 141 pour SEL et 113 pour 
SEQ. La présence de toxines est également détectée pour E. faecalis, échantillon 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En ce qui concerne la PCR avec l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase, figure 4, il est 
possible d’observer la présence de grands fragments (en dessus de 200 pb) sur le gel. Les 
résultats obtenus pour les plasmides (échantillon 6 à 8) sont similaires à ceux de la PCR avec 
enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix. Il est possible d’observer que pour les échantillons 1 et 3 
contenant S. aureus CCM5757 et 2 et 4 contenant S. aureus FRI913, le nombre de fragments 
obtenus est supérieur pour les échantillons contenant la denrée alimentaire. En ce qui concerne E. 
faecalis, la présence de toxine est également détectée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1          2          3          4          5          6          7          8          9         10 
Figure 3 : PCR avec l’enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix, après 40 min de migration à 120 V 
100 pb 
200 pb 
1          2          3          4          5          6          7          8        
Figure 4 : PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase, après 40 min de migration à 120 V 
100 pb 
200 pb 
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D’une manière générale, il est possible de constater que la PCR avec l’enzyme 2x KAPA 2G Fast 
Ready Mix permet de donner des résultats plus propres qu’avec l’enzyme Phire® Hot Start II DNA 
Polymerase. En effet, à l’aide de cette dernière, la présence non désirée de grands fragments est 
observée, la taille des fragments d’ADN pour les toxines de S. aureus étant entre 100 et 200 pb. 
Cependant, contrairement à la PCR avec l’enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix, la présence de 
dimères d’amorces n’est pas ou presque pas visible. Il est également possible de constater que les 
échantillons (1 à 4) contenant les souches de S. aureus CCM5757 et FRI913, avec ou sans 
denrée alimentaire, ne donnent pas les mêmes résultats pour les deux PCR effectuées, excepté 
pour l’échantillon 3. En ce qui concerne E. faecalis, la détection de toxine est effectuée avec les 
deux PCR et les fragments d’ADN obtenus sur le gel d’agarose sont similaires.  
 
Le prix de l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase étant plus bas que celui de 2x KAPA 2G 
Fast Ready Mix,  la PCR avec l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase a été effectuée une 
deuxième fois afin de déterminer si la présence de grands fragments peut être évitée en modifiant 
les conditions de cycle. La durée d’élongation a été diminuée de 15 à 1 seconde.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : PCR avec enzyme enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase avec temps extension d’une seconde, après 
40 min de migration à 120 V 
 
Il est possible de constater que les fragments d’ADN obtenus sur la figure 5 sont similaires à ceux 
obtenus lors de la première PCR avec l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase, figure 4. 
L’analyse des échantillons à l’aide de la PCR avec une diminution du temps d’extension permet 
d’éviter la formation de grands fragments. Les résultats obtenus sur le gel d’agarose sont propres, 
la présence de grands fragments ou de dimères d’amorce n’est pas ou très peu visible. 
L’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase a été sélectionnée pour les analyses PCR, les 
conditions de cycle ainsi que la composition du master mix correspondant à cette dernière se 
trouvent dans les tableaux 33 et 34. 
 
Tableau 33 : master mix déterminé pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Produit / Réactif Quantité [µl] dans 20 µl rxn Concentration finale 
- 5x Phire® Reaction buffer 4 1x 
- dNTPs (10 mM) 0.4 200 µM 
- Mélange amorces (2 µM) 2 0.2 µM 
- DMSO (100%) 0.6 3% 
- Echantillon ADN 12.6 ~ 10 ng 
- Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.4 - 
2         4         7         9        10 
100 pb 
200 pb 
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Tableau 34 : condition de cycles  pour la PCR avec enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
 
3.5.2. Optimisation de la méthode PCR 
 
La PCR sélectionnée a été réitérée à l’aide des mêmes échantillons utilisés ci-avant, cependant 
deux contrôles négatifs ont été ajoutés, S. capitis et L. plantarum. Les résultats obtenus se 
trouvent sur la figure 6 et les échantillons analysés dans le tableau 35.  
 
Tableau 35 : échantillons utilisés lors de la PCR avec l’enzyme Phire Hot® Start II DNA polymerase 
N° Echantillon N° Echantillon 
1 S. aureus CCM5757 + DA 8 Plasmide L 
2 S. aureus FRI913 + DA 9 Plasmide E 
3 S. aureus CCM5757 10 Plasmide Q 
4 S. aureus FRI913 11 Plasmide K 
5 E. faecalis + DA 12 Contrôle extraction ADN 
6 L. plantarum + DA 13 Contrôle PCR 
7 S. capitis   
 
D’une manière générale, la présence de grands fragments ainsi que de dimères d’amorces 
peuvent être observés sur le gel. En ce qui concerne les souches de S. aureus FRI913 et 
CCM5757, les résultats obtenus pour les échantillons avec matrice alimentaire  ne sont nullement 
similaires à ceux obtenus sans. Pour S. aureus FRI913, le nombre de fragments est plus élevé 
pour l’échantillon sans matrice alimentaire. Inversement, pour S. aureus CCM5757 la détection de 
toxine n’est effectuée que pour l’échantillon avec matrice alimentaire. Pour les souches de non S. 
aureus (contrôles négatifs), S. capitis, E. faecalis et L. plantarum, la présence de toxine est 
également détectée. Les plasmides permettent d’obtenir un fragment net sur le gel d’agarose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : PCR de base déterminée, après 1h10 de migration à 120 V 
 
 
 
L’optimisation de la méthode PCR a été effectuée selon la méthode 2.2.7.2., cette dernière a été 
effectuée par la modification du master mix et des conditions de cycles. Différents essais ont été 
effectués à l’aide d’additifs, tels que la bétaine et le DMSO.  
Etape du cycle Temps Température [°C] 
- Dénaturation initiale 3 min 98 
- Dénaturation 5 sec 98 
- Hybridation 5 sec 61 
- Extension 1 sec 72 
   Nombre de cycles 35 - 
- Extension finale 1 min 72 
1       2      3      4     5      6      7      8      9     10    11    12     13 
100 pb 
200 pb 
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Un essai a été effectué sans utilisation de DMSO, présent dans le master mix de base défini, et les 
résultats obtenus se trouvent sur la figure 7. A l’aide de ce dernier, il est possible de constater que 
la présence des grands fragments et des dimères d’amorce est plus faible en comparaison avec la 
méthode PCR de base (figure 6). Les fragments détectés pour chaque échantillon sont similaires à 
ceux détectés lors de la PCR de base, cependant d’intensité légèrement plus faible. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : PCR sans utilisation du DMSO, après 1h10 de migration à 120 V 
 
Pour chacune des PCR avec et sans utilisation de DMSO, un essai a également été effectué en 
modifiant les conditions de cycles, diminution de la température d’hybridation de 2°C. A l’aide des 
résultats obtenus, figure 8 et 9, il est possible de voir qu’aucune amélioration n’est apportée par la 
diminution de la température d’hybridation. Pour chaque essai, les dimères d’amorces sont 
présents ainsi que les grands fragments. Les résultats obtenus sont similaires pour les différents 
essais, exceptés pour les plasmides. La diminution de la température d’hybridation induit la 
formation de fragments d’ADN supplémentaires et non spécifiques (échantillon 8 et 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : PCR de base avec diminution de la température d’hybridation de 2°C, après 1h10 de migration à 120V 
 
 
 
 
 
 
  1       2     3      4      5      6      7      8      9     10    11   12    13 
100 pb 
200 pb 
  1       2      3      4      5       6       7      8      9        10       11    12   
100 pb 
200 pb 
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Figure 9 : PCR de base avec diminution de la température d’hybridation de 2°C, après 1h10 de migration à 120V 
 
D’une manière générale, il est possible de constater que la PCR effectuée sans utilisation de 
DMSO et sans modification de la température d’hybridation donne les résultats les plus optimaux. 
A ce stade des essais, cette dernière est sélectionnée pour la suite. 
  
Afin d’éviter la formation de grands fragments, un essai est également réalisé sans utilisation de 
DMSO et sans étape d’extension. Les échantillons utilisés sont les mêmes que lors des essais 
précédents, cependant les souches mises en croissance dans le milieu sélectif sans matrice 
alimentaire (souche + M) ont également été analysées. Ces dernières se trouvent dans le tableau 
suivant. 
 
Tableau 36 : échantillons utilisés lors de la PCR sans étape d’élongation 
N° Echantillon N° Echantillon 
1 S. aureus FRI913 + M 10 S. capitis + M 
2 S. aureus FRI913 11 S. capitis + DA 
3 S. aureus FRI913 + DA 12 Plasmide E 
4 S. aureus CCM5757 + M 13 Plasmide L 
5 S. aureus CCM5757 14 Plasmide Q 
6 S. aureus CCM5757 + DA 15 Plasmide K 
7 E. faecalis + M 16 Contrôle extraction ADN 
8 E. faecalis + DA 17 Contrôle PCR 
9 L. plantarum + DA   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   1        2      3       4        5        6      8       9      10     11      12    13    
100 pb 
200 pb 
  Emilie Henry 
Diplôme 2011          37 | P a g e  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : PCR sans utilisation de DMSO et sans étape d’extension, après 1h10 de migration à 120V 
 
La PCR sans étape d’extension permet une diminution des grands fragments et de la présence 
des dimères d’amorces, figure 10. 
Les échantillons 1 à 3 présentent les résultats obtenus pour S. aureus FRI913, ces derniers sont 
similaires, le même nombre de fragments est obtenu cependant d’intensité différente. Pour S. 
aureus CCM5757, les résultats obtenus sont identiques pour les souches mises en croissance 
dans le milieu de pré-culture ou sélectif mais d’intensité différente. En ce qui concerne l’échantillon 
avec la matrice alimentaire et le milieu sélectif, le nombre de fragments est supérieur aux deux 
autres. Pour les souches de non S. aureus, la présence de toxine est détectée dans les 
échantillons 8, 9 et 11 issus de la croissance des souches dans la matrice alimentaire et le milieu 
sélectif. Les échantillons 7 et 9, E. faecalis et S. capitis avec le milieu sélectif, ne présentent aucun 
fragment, aucune toxine n’est détectée. Pour les plasmides contenant les toxines isolées, un 
fragment net est obtenu sans présence de grands fragments ou de dimères. A l’aide des 
échantillons 16 et 17, il est possible d’observer que le contrôle d’extraction d’ADN est bon, négatif 
et que le contrôle PCR a subi une contamination lors de sa préparation.   
L’utilisation de DMSO et l’élimination de l’étape d’extension permettent de diminuer la formation 
des dimères d’amorces et des grands fragments lors de la PCR, cette méthode est donc la plus 
appropriée. Cette dernière est sélectionnée pour l’analyse PCR finale des entérotoxines 
staphylococciques dans les différentes souches bactériennes. 
 
La bétaine (1.3M) a également été testée dans le but d’une optimisation de la PCR. Cette dernière 
a permis une très faible diminution de la présence des grands fragments, cependant les dimères 
d’amorces sont toujours aussi présents. Par manque de temps, l’action de la bétaine n’a été 
étudiée qu’une fois la méthode PCR sélectionnée, les résultats  n’ont donc pas été décisifs lors de 
ce travail. Ces derniers se trouvent en annexe 11 et n’ont pas été discutés. 
3.6. Détection des entérotoxines staphylococciques  
 
L’analyse des entérotoxines staphylococciques des différentes souches bactériennes a été 
effectuée à l’aide de la méthode 2.2.7., PCR déterminée ci-avant. Les résultats sont exprimés en 
fonction de la souche analysée, S. aureus, S. non aureus et non S. aureus. Pour chacune de ces 
dernières, un premier gel contient les échantillons des souches mises en croissance dans le milieu 
de pré-culture (TSB) et le deuxième, ceux mis en croissance dans le milieu sélectif, avec (A) ou 
sans denrée alimentaire (B). 
1         2       3        4        5       6        7        8       9        10     11      12    13       14     15      16     17 
  Emilie Henry 
Diplôme 2011          38 | P a g e  
 
 
 
D’une manière générale, il est possible d’observer la présence d’un fragment à 100 pb, de plus ou 
moins faible intensité, ainsi que celle de grands fragments et de dimères d’amorces pour tous les 
essais effectués.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 : souche de S. aureus mises en croissance dans le milieu de pré-culture (TSB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : souche de S. aureus mises en croissance dans le milieu sélectif avec (A) ou sans (B) matrice alimentaire 
 
Le nombre de fragments obtenus est plus élevé  pour les souches de S. aureus dans le milieu 
sélectif avec la denrée alimentaire que dans le milieu de pré-culture, figure11. En comparant les 
échantillons A et B de la figure 12, avec et sans denrée alimentaire, les résultats ne sont pas 
similaires, excepté pour CCM5757. 
Chacune des souches de S. aureus testée contient des toxines différentes. A l’aide des résultats 
obtenus pour les plasmides contenant les différentes toxines isolées E (146 pb), K (127 pb), L (141 
pb) et Q (113 pb), figure 17,  certains fragments peuvent être identifiés ou leur taille évaluée. Ces 
derniers se trouvent dans le tableau 37, en fonction de la souche utilisée et des toxines qu’elle 
contient, taille des produits (pb) définie par les amorces utilisées (cf. annexe 1). Les deux 
fragments pour les toxines E et L sont difficilement différentiables, la taille de ces derniers étant 
relativement proche (141/146 pb). 
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Tableau 37 : taille des fragments détectés 
Souche Toxines (taille produit, pb) 
Taille de fragment détectée [pb] 
Figure 11 Figure 12 
A900322 
SEG (95), I (148/149), M (149/151), N (149/151), O 
(149/159), P (121) 
141/146 141/146 
A900624 SEG, N, O, U2 (153), V (147) 141/146 100-113, 127, 141/146, >146 
CCM5757 SEB (160), K (127), Q (113) 141/146 113-127, 127, 141/146, >146 
FRI1151m SED (119), J (159) 113, >146 141/146 
FRI137 SEC (129), G, H (136), I, L (141), M, N, O, U (149) 113, 127, 141/146, >146 A : 141/46, >146 B : 141/146 
FRI913 SEA (127), C, E (146), K, L, Q, R (160) 127, 141/146, >146 A : -, B : 127, 141/146, >146 
Flukuoka 5 SEI, R, S (102), T 113, 127, >146 127 
DSM1104 - >146 - 
DSM799 - 113, 127, 141/146 A : -, B : 113, 127-141, 141/146 
 
Le nombre de fragments obtenus pour les souches de la figure 12 est plus élevé que pour la figure 
11, cependant ces derniers, déterminés comme potentielles entérotoxines staphylococciques, sont 
de taille très similaire pour les deux gels. Les résultats obtenus, taille des fragments, sont 
approximatifs et peuvent correspondre à différents types de toxines. Pour S. aureus A900322 et 
A900624, les toxines potentielles détectées sont SEI respectivement SEN, O, U2, V, et pour S. 
aureus CCM5757 SEB, K, Q, pour les échantillons A et B. S. aureus FRI1151m, FRI137 et 
Flukuoka 5 possèdent plus de fragments pour les échantillons se trouvant dans le milieu de pré-
culture, ces derniers peuvent correspondre à SED, J, SEC, H, I, L, M, N, O, U et SEI, R. 
Cependant, différents fragments ne correspondant pas aux toxines connues sont également 
présents, leur taille est de 141/146 pb pour S. aureus FRI1151m et de 113 pour S. aureus 
Flukuoka 5.  S. aureus FRI913 possède les mêmes résultats pour les deux gels, les toxines 
présumées sont SEA, C, E, K, L, excepté pour l’échantillon A ou aucun fragment n’est présent. 
Pour S. aureus DSM1104 et 799, la présence de toxine n’est pas connue, cependant différents 
fragments ont été obtenus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : souches de S. non aureus mises en croissance dans le milieu de pré-culture (TSB) 
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Figure 14 : souches de S. non aureus mises en croissance dans le milieu sélectif, avec (A) ou sans (B) matrice 
alimentaire 
 
En ce qui concerne les souches de S. non aureus, la présence de toxines est détectée pour toutes 
les souches mises en croissance dans le milieu de pré-culture (TSB), excepté pour S. capitis 
(figure 13). Pour les souches mises en croissance dans le milieu sélectif, figure 14, les résultats ne 
sont pas similaires avec (A) ou sans (B) denrée alimentaire. Le nombre de fragments obtenus est 
plus élevé pour les échantillons A que B, excepté pour S. epidermidis. D’une manière générale, les 
résultats obtenus varient en fonction du milieu de croissance des souches et le nombre de 
fragments détectés est plus élevé pour les souches mises en croissance dans la matrice 
alimentaire et le milieu sélectif que dans les deux autres milieux.  
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : souches de S. non aureus mises en croissance dans le milieu de pré-culture (TSB) 
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Figure 16 : souches de non S. aureus mises en croissance dans le milieu sélectif, avec (A) ou sans (B) matrice 
alimentaire 
 
Les résultats obtenus pour les souches de non S .aureus avec le milieu de pré-culture se trouvent 
sur la figure 15, la présence de fragments de très faible intensité est observée. La figure 15 
présente les différents résultats obtenus pour les souches mises en croissance avec la matrice 
alimentaire et le milieu  sélectif, échantillons A. Un plus grand nombre de fragments est obtenu sur 
la figure  16 que sur la 15, excepté pour E. faecalis et L. plantarum. L’intensité de ces derniers est 
également plus forte. Pour E. faecalis, ce dernier a également été analysé après mise en 
croissance dans le milieu sélectif seul,  les résultats obtenus pour les essais dans les autres 
milieux sont identiques mais d’intensité beaucoup plus élevée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : contrôles effectués, après 1h10 de migration à 120V 
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Afin de pouvoir interpréter les différents résultats obtenus et vérifier que ces derniers soit fiables, 
différents contrôles ont été effectués. Excepté pour les plasmides et S. aureus CCM5757, les 
marques sur le gel sont de très faible intensité voire inexistantes. Les contrôles PCR et d’extraction 
d’ADN n’indique aucune contamination. En ce qui concerne la matrice et le milieu sélectif, il est 
possible de constater que ces derniers augmentent l’intensité des dimères d’amorces et des 
fragments son spécifiques. 
3.7. Comparaison méthode avec real-time PCR (projet staphtox) 
 
Lors de ce travail, les différentes souches analysées précédemment à l’aide la méthode PCR ont 
également été testées à l’aide de la méthode 2.2.8., utilisée lors du projet « Staphtox ». Une 
comparaison globale des différents résultats obtenus a été effectuée, ces derniers se trouvent en 
annexe 12. 
D’une manière générale, il a été constaté que les différentes entérotoxines détectées pour les 
souches de S. aureus à l’aide de cette méthode ne sont pas identiques à celles déterminées lors 
de la PCR précédente, cependant elles sont fortement similaires, que ce soit pour les échantillons 
contenant les souches mises en croissance avec la denrée alimentaire dans le milieu sélectif ou 
TSB.  
Une amélioration des résultats peut être observée pour les contrôles négatifs, souches de S. non 
aureus et non S. aureus. La présence de fragments est presque inexistante pour ces dernières en 
présence de denrée alimentaire et du milieu sélectif contrairement à la première PCR appliquée. 
En ce qui concerne le milieu TSB, la présence de très légers fragments est visible pour S. non 
aureus et aucun pour S. aureus, cependant les résultats obtenus sont identiques. 
En comparant les résultats obtenus pour les deux PCR, il est possible de constater que la 
présence de dimères d’amorces est beaucoup plus importante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Emilie Henry 
Diplôme 2011          43 | P a g e  
 
4. Discussion 
 
4.1. Sélection de la matrice alimentaire et des souches utilisées lors de ce travail 
 
La sélection des souches non S. aureus a été effectuée de manière globale pour les deux matrices 
alimentaires et principalement pour le lait cru. Ce choix a été effectué dans le but de procéder 
également à l’analyse d’un fromage à pâte molle à base de lait cru lors de ce travail, cependant 
uniquement la crème vanille a été utilisée. Les souches utilisées ne sont pas spécifiques à la 
matrice alimentaire, cependant uniquement cette dernière peut être un aliment à risque pour B. 
cereus et la présence d’E.coli peut être due à de mauvaises conditions d’hygiène lors de la 
production de ce dernier [18]. E. faecalis peut être dû à une contamination fécale. [19] 
En ce qui concerne la possible présence de S. aureus dans la matrice alimentaire, cette dernière 
peut être due à une contamination d’origine humaine lors de la manipulation des produits pendant 
la production de ces derniers. Cependant, il est nécessaire que la croissance de S. aureus soit 
assez importante pour produire des toxines. La crème dessert vanille, principalement composée 
de lait et de crème, présente un milieu de croissance favorable à la croissance de S. aureus, 
principalement dû à la présence de protéines [3] et de saccharose [20]. De plus, le produit étant 
pasteurisé, la croissance de S. aureus n’est pas limitée par la présence d’une flore compétitive. 
 
4.2. Sélection du milieu d’enrichissement sélectif et optimal à la croissance de 
Staphylococcus aureus 
 
L’utilisation d’un milieu d’enrichissement pour la croissance de S. aureus est la première étape 
effectuée dans le but d’améliorer la spécificité de la méthode PCR finale. Ce dernier est employé 
afin d’inhiber la croissance des souches de non S. aureus et d’obtenir ainsi une quantité d’ADN 
faible lors de l’étape d’extraction d’ADN avec la lysostaphine et inversement pour les souches de 
S. aureus.   
Le milieu d’enrichissement sélectionné doit être sélectif et optimal à la croissance de S. aureus. Ce 
dernier pouvant croître jusqu’à une concentration de 15% en NaCl, la sélectivité du milieu est 
obtenue par le sel. Dans un premier temps, deux milieux ont été testés, Buttiaux Brogniart et TSB 
+ 10% de NaCl. D’une manière générale, ces milieux permettent d’inhiber la croissance des 
bactéries non S. aureus, ce qui peut être expliquées par leur tolérance plus faible au NaCl que S. 
aureus, S. typhimurium (8% NaCl), B. cereus (5-10%), E. coli (6-8%) [14] et L. monocytogenes 
(12%) [21]. En ce qui concerne E. faecalis, le milieu TSB + 10 % NaCl ne permet pas d’inhiber sa 
croissance, contrairement au milieu Buttiaux Brogniart, mais offre des conditions de croissance 
optimale à S. aureus. Aucun de ces milieux n’est optimal et sélectif. Dans un deuxième temps, le 
milieu TSB + 15% NaCl présenté comme une alternative aux deux autres, est également testé. Ce 
dernier permet d’avoir des conditions de croissance optimales pour S. aureus et d’inhiber la 
croissance d’E. faecalis. Les autres souches de non S. aureus sont également considérées 
comme inhibées étant donné les résultats obtenus pour le milieu TSB avec 5% de sel en moins.  
L’utilisation du milieu Tryptic Soy Broth  avec l’adjonction de NaCl 15% (150g/l) permet d’obtenir un 
milieu sélectif et optimal à la croissance de S. aureus. Cependant, l’utilisation de haute teneur en 
sel comme facteur de sélectivité peut être discuté. En effet, lors de la détection d’un faible nombre 
de S. aureus (<100 ufc/g), ce dernier peut conduire à l’inhibition des cellules comportant des 
lésions sublétales (cellules stressées) pour une concentration de > 40g/l en NaCl [17].  
Lors de ce travail, la croissance des souches de S. aureus obtenues avec 15% (150g/l) de NaCl 
est optimale, cependant le nombre de germes ensemencés est d’environ 1'000 ufc/g. Il serait donc 
important de vérifier cette dernière avec un nombre de germes initial inférieur à 100 ufc/g. 
L’addition de pyruvate de sodium 1% au milieu d’enrichissement peut également être envisagée 
pour diminuer l’inhibition des cellules stressées. Il serait également intéressant de tester les 
milieux écartés lors des recherches de littérature, Giolitti et Cantoni et BP liquide, n’utilisant pas le 
sel comme facteur de sélectivité, cf. annexe 13. Cependant, ces derniers sont faiblement sélectifs 
à la croissance de S. aureus. 
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4.3. Croissance des souches dans le milieu d’enrichissement sélectif 
 
La totalité des souches a été mise en croissance dans le milieu sélectif TSB + 15% NaCl avec et 
sans matrice alimentaire afin de pouvoir évaluer le degré de sélectivité de ce dernier. 
Lors de la croissance des souches dans le milieu sélectif TSB + 15% NaCl en présence de la 
matrice alimentaire, les différentes souches de S. aureus et S. non aureus croissent de manière 
optimale. Pour S. aureus, excepté pour A900322, FRI1151m et FRI137, la croissance minimale 
obtenue est de 1 · 108 ufc/g et pour S. non aureus de 1.6 · 106 ufc/g. D’une manière général, le 
milieu est plus optimal pour la croissance des S. aureus que S. non aureus.  
En ce qui concerne les souches de non S. aureus, le milieu sélectif utilisé permet d’inhiber leur 
croissance, excepté pour E. faecalis et L. monocytogenes. La croissance de L. monocytogenes 
peut être expliquée par sa haute tolérance au sel, développement jusqu’à 12% NaCl. Cependant, 
en ce qui concerne E. faecalis, capable de croître  jusqu’à 6.5 % NaCl [22], le milieu devrait être 
inhibé, cependant une croissance de  2.5 · 108 ufc/g est observée. 
Différentes souches ont également été mises en croissance dans le milieu sélectif seul, S. aureus 
CCM5757, FRI137 et 913, DSM799, S. capitis et haemolyticus et E. faecalis. A l’aide de ces 
dernières, il est possible de constater que la tendance de croissance est similaire aux échantillons 
comportant la denrée alimentaire, une augmentation du nombre de germes est observée,  excepté 
pour E. faecalis. Etant donné les résultats similaires obtenus pour les autres souches avec et sans 
denrée alimentaire, la croissance d’E. faecalis dans le milieu sélectif et la denrée alimentaire a été 
réitérée deux fois. Une réduction du nombre de germes a été observée lors des deux essais, la 
croissance d’E. faecalis est donc considérée comme inhibée dans le milieu sélectif.  
D’une manière générale, il est possible de constater que le milieu sélectionné permet une inhibition 
des souches non S. aureus, excepté pour L. monocytogenes, et une croissance optimale aux 
staphylocoques. En fonction des différents résultats obtenus pour E. faecalis, la reproductibilité de 
la méthode utilisée pour la croissance des différentes souches peut être mise en doute. Cette 
dernière a été effectuée dans un tube à essais avec 9 ml de milieu d’enrichissement et 1 g de 
matrice alimentaire sans agitation, le manque de reproductibilité peut être expliqué par une 
mauvaise homogénéisation de l’échantillon. Cependant, la croissance des souches n’a été 
effectuée qu’une fois, il serait donc nécessaire de procéder à plus d’essais afin de déterminer les 
limites de la méthode. L’utilisation d’un milieu de culture de volume plus élevé et une mise sous 
agitation constante de ce dernier lors de la croissance des souches peut être envisagé afin 
d’augmenter la reproductibilité de la méthode. 
 
4.4. Extraction d’ADN avec la lysostaphine 
 
L’étape d’extraction d’ADN à l’aide de la lysostaphine, tout comme l’utilisation d’un milieu 
d’enrichissement sélectif et optimal à S. aureus lors de la croissance des souches, est effectuée 
en vue d’améliorer la spécificité de la méthode PCR pour la détection des toxines de S. aureus. 
L’utilisation de la lysostaphine doit permettre d’extraire une quantité d’ADN plus importante pour 
les souches de S. aureus que pour les autres.  En effet, cette dernière est une enzyme qui permet 
de lyser la cellule en clivant spécifiquement  le peptidoglycane de S. aureus [23].  
Lors de ce travail, l’action de la lysostaphine ne peut pas réellement être démontrée. 
Contrairement aux résultats attendus, la quantité d’ADN obtenue pour les souches de non S. 
aureus mises en croissance dans le milieu de pré-culture (TSB) est globalement plus élevée que 
pour les Staphylocoques, pour un nombre de germes similaires. En ce qui concerne les souches 
mises en croissance dans le milieu sélectif avec la denrée alimentaire, la quantité d’ADN obtenue 
pour les Staphylocoques est supérieure aux souches de non S. aureus, contrairement au milieu 
TSB. Ces résultats peuvent être expliqués en mettant en corrélation la quantité d’ADN extraite et le 
nombre de germes présents lors de l’extraction. D’une manière globale, la quantité d’ADN peut 
être quantifiée pour un nombre de germes ≥ 1. 6 · 108 ufc/g et est < 0.010 µg/ml pour un nombre 
de germes < 4.5 · 105 ufc/g.  
La quantité d’ADN extraite est donc influencée par le nombre de germes présents. L’utilisation du 
milieu sélectif TSB + 15% NaCl, inhibant la croissance des souches de non S. aureus, permet de 
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diminuer la quantité d’ADN obtenue lors de l’étape d’extraction. Cependant, l’influence de la 
lysostaphine ne peut pas être vérifiée. Il serait intéressant de procéder à des essais 
supplémentaires afin de confirmer les résultats obtenus. 
4.5. Sélection d’une méthode PCR pour la détection des entérotoxines 
staphylococciques 
 
La méthode PCR à déterminer doit permettre de détecter les gènes des 21 entérotoxines 
staphylococciques connues en une seule réaction (multiplex PCR), en présence de denrée 
alimentaire. Cette dernière est effectuée à l’aide des 49 amorces nécessaires à l’amplification des 
séquences cibles de chaque toxine (multiplex PCR). 
Dans un premier temps, une méthode PCR de base, condition de cycles et composition du master 
mix, a été fixée en fonction de l’enzyme utilisé. Au vu des résultats des figures 2 et 4, l’enzyme 
Phire® Hot Start II DNA Polymerase a été sélectionnée pour les analyses PCR. Ce dernier permet 
d’obtenir des résultats nets, exempts de grands fragments et de dimères d’amorces, contrairement 
à l’enzyme 2x KAPA 2G Fast Ready Mix. Les dimères d’amorces pouvant être amplifiés 
efficacement et entrer en compétition avec l’amplification de la séquence cible lors de la PCR [12], 
leur formation doit être évitée. Dans un deuxième temps, la méthode PCR sélectionnée a été 
optimisée. 
Lors de l’optimisation de la méthode PCR de base, cette dernière a été réitérée et les résultats 
obtenus ne sont nullement similaires à ceux obtenus précédemment, dans les mêmes conditions. 
La formation de grands fragments et de dimères est à nouveau présente sur le gel et le nombre de 
fragments détectés pour les échantillons contenant S. aureus n’est pas identique. Ces derniers 
peuvent être le résultat d’une erreur lors du choix de l’enzyme employé. En effet,  ce dernier existe 
sous deux formes, Phire® Hot Start II DNA Polymerase et Phire® Hot Start I DNA Polymerase, 
cette dernière possédant une activité plus faible. Au vu des résultats obtenus, il est possible 
d’envisager que la mauvaise enzyme, Phire® Hot Start I DNA Polymerase a pu être utilisée lors de 
la détermination de la méthode PCR de base. 
Les différents essais d’optimisation ont été effectués dans le but de minimiser les interactions non 
spécifiques lors de la PCR, éviter la formation de grands fragments et de dimères d’amorces. 
L’interprétation des résultats a principalement été effectuée en fonction des critères ci-dessus et à 
l’aide des plasmides utilisés contenant les gènes isolés des différentes toxines, permettant 
d’obtenir un fragment net sur le gel d’agarose. L’utilisation d’échantillons contenant des souches 
de S. aureus et non S. aureus a également été effectuée, cependant les résultats de ces derniers 
n’ont pas été discutés pour les différents essais d’optimisation, étant donné que les résultats 
obtenus sont identiques. 
Dans un premier temps, l’action du DMSO, additif utilisé pour optimiser la PCR, a été étudié. Ce 
dernier est connu pour améliorer la séparation des brins d’ADN, éviter l’appariement non 
spécifique des amorces et ainsi d’éviter la formation de structure secondaire [24]. Cependant, en 
fonction de la concentration utilisée, le DMSO peut également inhiber la réaction PCR. La 
concentration recommandée de ce dernier est généralement de 1 à 10%, cependant lors de son 
utilisation dans une multiplex PCR, des résultats contradictoires ont été démontré [25]. Le DMSO 
étant présent dans le master mix de la PCR de base (3%), un essai a donc été effectué sans ce 
dernier afin de déterminer l’influence du DMSO lors de la réaction PCR. En fonction des résultats 
obtenus, il est possible de constater que l’utilisation de DMSO résulte en une présence plus forte 
des grands fragments et des dimères formés lors de la PCR. Le DMSO peut également modifier le 
profil d’activité thermique de l’ADN polymérase ainsi que la température d’hybridation (Tm) [26], 
cette dernière diminue de 5.5-6°C pour une addition de 10% de DMSO [27]. En fonction de ces 
informations, les essais PCR avec 0 et 3% de DMSO ont également été effectués en diminuant la 
température d’hybridation de 2°C. A l’aide des résultats obtenus, l’utilisation de DMSO couplée à 
une diminution de la température n’apporte aucune amélioration à la réaction PCR. Au contraire, la 
présence des grands fragments et des dimères est plus marquée sur le gel et une apparition de 
produits non spécifiques pour les échantillons contenant les plasmides peut être observée. En ce 
qui concerne les résultats obtenus pour la PCR sans DMSO, ces derniers sont similaires pour la 
PCR avec 3% de DMSO. 
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En fonction des différents essais réalisés, la présence de DMSO dans la réaction PCR ne semble 
pas adaptée. Aucune amélioration de la multiplex PCR n’étant constatée, le DSMO est donc 
éliminé. 
Dans un deuxième temps, la PCR a été effectuée en éliminant l’étape d’extension, 1sec à 72°C. A 
l’aide des résultats de cette dernière, il est possible d’observer une amélioration de la méthode. La 
présence de grands fragments et de dimères est diminuée, voir éliminée pour les échantillons 
contenant les plasmides. Les fragments obtenus pour les différents échantillons analysés sont 
également plus nets et présentent une meilleure séparation que pour la PCR avec étape 
d’extension. Cette dernière est donc supprimée des cycles de la PCR. 
L’élimination du DMSO et de l’étape d’extension de la PCR permettent de diminuer la présence de 
grands fragments et de dimères d’amorces mais pas de les éliminer. Cette méthode nécessite 
donc d’être optimisée. Afin d’éviter la formation des dimères d’amorces, il serait nécessaire de 
procéder à l’optimisation du rapport entre la concentration des différentes amorces et de 
l’échantillon d’ADN utilisé [28] ainsi qu’à l’augmentation de la spécificité des amorces [12].  
La formation des dimères d’amorces étant due à l’appariement des amorces possédant des 
séquences complémentaires [29], il est également important de noter que l’utilisation de plus d’une 
paire d’amorces lors de la PCR augmente la probabilité d’obtenir une formation de dimères 
d’amorces [28].  Une diminution du nombre d’amorces doit être envisagée. 
4.6. Détection des entérotoxines staphylococciques 
 
Une fois la méthode PCR pour la détection des gènes des 21 entérotoxines staphylococciques 
dans une matrice alimentaire sélectionnée, cette dernière a été testée à l’aide de différentes 
souches connues pour contenir des toxines, S. aureus.  L’utilisation de souches ne produisant pas 
de toxines, S. non aureus et non S. aureus permet de vérifier la sélectivité de la méthode.  
Lors de ce travail, la séquence d’ADN à amplifier étant définie pour chaque entérotoxine 
staphylococcique à l’aide d’amorces, ces dernières permettent d’obtenir des produits PCR de taille 
définie pour chacune des 21 entérotoxines, entre 100 et 200 pb. Au vu des résultats obtenus pour 
les souches de S. aureus, la détection de la présence des toxines peut être effectuée à l’aide de la 
PCR sélectionnée, cependant ces dernières peuvent difficilement être identifiées de manière 
exacte. En effet, en fonction des résultats du tableau 37, il est possible de constater que le nombre 
de toxines détectées est inférieur au nombre de toxines connues de chaque souche. Ces résultats 
peuvent être expliqués par la concentration des amorces utilisés lors de la PCR, ces dernières 
étant en quantité équimolaire. En effet, lors de l’amplification de différents fragments d’ADN 
simultanément, certaines séquences étant amplifiées plus efficacement vont influencer 
négativement le rendement des produits obtenus pour les séquences amplifiées moins 
efficacement [30]. Il serait donc nécessaire d’adapter la concentration de chaque paire d’amorces 
utilisées.   
En fonction des résultats obtenus pour les différentes souches de S. aureus, excepté DSM799 et 
DSM1104, il est possible de constater que la détection des toxines peut être influencée par la 
présence de la denrée alimentaire. En effet, les résultats obtenus pour les souches mises en 
croissance dans le milieu TSB + 15%, ne sont pas identiques avec ou sans la denrée alimentaire, 
le nombre et l’intensité des fragments obtenus varient. D’une manière générale, le nombre de 
toxines détecté est supérieur pour les échantillons contenant la denrée alimentaire. En comparant 
les produits PCR des souches mises en croissance dans le milieu TSB + 15 % de NaCl à celle 
dans le milieu TSB seul, il est également possible de constater une différence de résultats. Le 
nombre de fragments obtenus lors des analyses PCR, est supérieur pour le milieu TSB avec 15 % 
de sel. Cependant, la quantité  d’ADN étant relativement élevée lors des analyses PCR avec le 
milieu TSB, les fragments obtenus sur le gel sont beaucoup plus denses, certains d’entre eux 
peuvent ne pas être visibles. Afin de vérifier que les fragments supplémentaires obtenus ne 
proviennent pas de la matrice alimentaire et du milieu sélectif en lui-même, ces derniers ont 
également été testés. Aucune présence de fragments n’étant observée, la présence de sel et de la 
matrice alimentaire semble améliorer la détection de toxines. Cependant, la sélectivité de la 
méthode peut être mise en doute. En effet, lors de l’analyse de souche de S. aureus ne possédant 
pas de toxines, DSM799 et DSM1104, la présence de fragments a pu être observée.  
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La sélectivité de la méthode a été vérifiée à l’aide de souches n’étant pas connues pour contenir 
des toxines, des staphylocoques à coagulase négative et des souches de non S. aureus. A l’aide 
de ces derniers, la fiabilité de la méthode PCR pour la détection des gènes des 21 entérotoxines 
staphylococciques dans une matrice alimentaire a pu être observée.  
En ce qui concerne les staphylocoques à coagulase négative, la PCR a permis de mettre en 
évidence la présence de toxines dans les échantillons contenant la matrice alimentaire et le milieu 
TSB + 15% de NaCl, excepté pour S. epidermidis. En comparaison avec le milieu sélectif seul, la 
présence de la denrée alimentaire augmente le nombre et l’intensité des fragments obtenus. 
L’analyse des souches dans le milieu TSB permet de détecter la présence de toxines, excepté 
pour S. capitis. Selon certains auteurs, mais ceci reste à prouver, différentes souches de 
staphylocoques à coagulase négative peuvent produire des entérotoxines staphylococciques [7] et 
celles utilisées lors de ce travail en font partie, excepté pour S. capitis. Les résultats obtenus pour 
la détection de toxines à l’aide d’une souche pure semblent correspondre  à la littérature. La 
détection de toxines pour S. capitis en présence de la denrée alimentaire permet donc d’envisager 
que cette dernière influence la réaction PCR de manière négative et non de manière positive 
comme envisagé pour les souches de S. aureus. 
A l’aide des résultats obtenus pour les souches de non S. aureus, l’hypothèse précédente peut 
être renforcée. De nombreux fragments peuvent être observés en présence de la denrée 
alimentaire et du milieu TSB + 15% mais également avec le milieu seul, cependant d’intensité plus 
faible. Ces résultats sont opposés à ceux obtenu à l’aide du milieu TSB, où la présence de 
fragments est presque inexistante. L’utilisation de souches non S. aureus ne produisant pas 
d’entérotoxines staphylococciques, la détection de ces dernières lors des analyses effectuées 
avec l’échantillon contenant la matrice alimentaire et le sel, peut laisser envisager que la présence 
de ces derniers permet la formation de produits non spécifiques. De plus, il est possible de 
constater qu’un grand nombre de fragments obtenus en présence de denrée alimentaire est 
similaire pour les différentes souches. 
 
En résumé, à l’aide des différents résultats obtenus lors de ce travail, il est possible de constater 
que la matrice alimentaire utilisée lors de la croissance des souches ainsi que le milieu nécessaire 
à cette dernière ont une influence négative lors de l’analyse PCR, présence de faux positifs. 
Cependant, ces résultats sont difficilement explicables, les matrices alimentaires étant connues 
comme inhibiteur de la PCR résultant en la présence de faux négatif. Lors ce travail, il a également 
été remarqué que la méthode PCR semble adaptée à la détection des toxines de S. aureus dans 
les souches sans denrée alimentaire. 
Afin de diminuer l’influence de la matrice alimentaire lors de l’analyse PCR, il est nécessaire 
d’optimiser l’étape d’extraction d’ADN. En effet, lors de ce travail, l’extraction d’ADN a été 
effectuée en fonction d’un protocole prévu pour des souches de bactéries pures, NuceloSpin 
Tissue. Les résultats obtenus pour les échantillons contenant la matrice alimentaire, cf. point 3.3.,  
démontrent que l’extraction d’ADN est possible à l’aide du protocole appliqué. Cependant, 
l’utilisation d’une méthode spécifique à l’extraction d’ADN dans les aliments doit être envisagée, tel 
que NucleoSpin Food, afin d’obtenir une purification optimale de l’ADN utilisé lors de la PCR et 
ainsi diminuer l’influence de la denrée alimentaire lors de la PCR.   
En ce qui concerne la diminution de l’influence du sel, en plus de modifier la méthode d’extraction 
d’ADN, le changement du milieu sélectif (TSB + 15% NaCl) utilisé lors de la croissance des 
souches pour un milieu contenant une concentration plus basse en NaCl, peut également être 
envisagée, cf. point 3.2. 
En fonction des résultats obtenus à l’aide de la real-time PCR, il est possible de constater que  les 
différentes toxines détectées pour  S. aureus sont très similaire à celle de la multiplex PCR, 
cependant malgré la présence de dimères d’amorce très forte ,la présence de faux positif dans les 
souches de non S. aureus est beaucoup plus faible. L’optimisation des conditions de cycles et de 
la composition du master mix de la real-time PCR semble également être une alternative afin de 
pouvoir détecter les entérotoxines staphylococciques dans une matrice alimentaire. 
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5. Conclusion et perspectives 
 
Lors de ce travail, la mise au point d’une multiplex PCR permettant la détection simultanée des 21 
entérotoxines staphylococciques dans une denrée alimentaire n’a pas été concluante, cependant 
différents constats ont pu être effectués sur les étapes précédant la PCR afin d’en augmenter la 
sélectivité. 
  
L’utilisation du milieu d’enrichissement TSB + 15 % NaCl, précédant l’extraction d’ADN, permet 
une croissance optimale des staphylocoques et inversement, permet d’inhiber la croissance des  
souches non Staphylococcus. Cependant, une haute teneur en sel peut avoir des effets négatifs 
sur la récupération de cellules stressées. L’utilisation d’un milieu d’enrichissement possédant un 
facteur de sélectivité autre que le NaCl, tels que Giolitti et Cantoni et PB liquide pourrait être 
testée. 
 
En ce qui concerne l’extraction d’ADN, l’utilisation de lysostaphine n’a pas permis d’améliorer la 
sélectivité de la méthode à S. aureus. La quantité d’ADN extraite pour les différentes souches 
staphylococciques ou non est identique pour un nombre de germes similaire. Cependant, en 
présence du milieu sélectif, la croissance des souches non Staphylococcus étant inhibées par ce 
dernier, la diminution du nombre de germes permet l’obtention d’une quantité d’ADN plus faible 
que pour les staphylocoques. La sélectivité de la méthode d’extraction est donc influencé par le 
nombre de germes, cependant il serait nécessaire de procéder à des essais supplémentaires afin 
de pouvoir évaluer l’effet de la lysostaphine. Une augmentation de la concentration en 
lysostaphine peut être envisagée. 
 
La PCR sélectionnée a été effectuée à l’aide de l’enzyme Phire® Hot Start II DNA Polymerase et 
des 49  amorces codant les différentes entérotoxines. Ces dernières ont pu être détectées mais 
très difficilement identifiées, les produis obtenus par les amorces ne possédant pas tous des 
fragments  de taille distincte. Cette méthode semble être adaptée pour la détection de toxines 
dans une souche pure, malgré la formation de dimères d’amorces < 100 pb et de grands 
fragments > 200 pb qui n’ont pu être éliminés. De plus, la présence de la denrée alimentaire et du 
milieu sélectif avec 15 % de NaCl provoquent la formation de produits non spécifiques et des 
résultats faux positifs. Les résultats obtenus pour la détection de toxines en présence de la denrée 
alimentaire et du milieu sélectif peuvent donc être fortement mis en doute.  
La matrice alimentaire étant de la crème dessert vanille, il serait également intéressant de tester la 
méthode avec d’autres matrices alimentaires mais également avec une méthode d’extraction 
d’ADN spécifique pour les aliments, telle que le kit d’extraction NucleoSpin Food et non NucleSpin 
Tissue, afin de vérifier et diminuer l’influence de la matrice alimentaire sur la réaction PCR. En ce 
qui concerne la présence des dimères d’amorces, il serait nécessaire de procéder à une 
optimisation de la sélectivité des amorces. Cette dernière peut être envisagée à l’aide du logiciel 
Blast, dans le but de pouvoir diminuer le nombre d’amorces utilisées. Un changement d’enzyme, 
moins actif, peut également être envisagé afin de diminuer la formation de grands fragments. La 
réaction PCR peut également être envisagée à l’aide de la méthode utilisée lors du projet 
« Staphtox » : la PCR en temps réel sans sonde de fluorescence. Il faudrait alors l’optimiser. 
 
D’une manière générale, la détection simultanée de toutes les entérotoxines staphylococciques 
dans une matrice alimentaire est difficile, cette dernière fausse les résultats. La formation de 
dimères d’amorces et de grands fragments ne peut être évitée lors de la réaction PCR. La 
méthode PCR nécessite donc d’être optimisée ainsi que l’étape d’extraction d’ADN et de la 
croissance des souches. 
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Annexe 1 : références détaillées pour les différentes amorces utilisées lors de ce travail 
 
Données confidentielles 
 
Dr Bruno Schnyder 
Bruno.Schnyder@hevs.ch 
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Annexe 2 : Sélection du milieu d’enrichissement sélectif pour Staphylococcus aureus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Croissance dans bouillon nutritif général TSB 
 (5ml dans tubes à essais) 
Souches revitalisées 
 
Dilution dans tube à essais contenant de 
l’ eau physiologique (25’000 ufc/ml) 
Inoculation d’une colonie 
  
Détermination du nombre de bactéries  [ufc/ml] 
pour chaque souche par chambre de comptage 
 
Inoculation des bactéries dans 
l’aliment (1000 ufc/g) 
 
Mélange bouillon d’enrichissement, denrée alimentaire 
et diverses souches dans sac «stomacher» 
 
Incubation 24h, 37°C 
Incubation 24h, 37°C 
Détermination du nombre de bactéries  [ufc/ml] 
avant (N0) et après incubation (Nf) 
Ajout de 225 ml de bouillon 
d’enrichissement sélectif 
 
Ajout de 25 g de denrée 
alimentaire 
 
Ensemencement en surface 
sur milieu sélectif 
Inoculation  d’1ml de chaque souche 
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Annexe 3 : Croissance des souches dans le milieu d’enrichissement sélectif  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Croissance dans bouillon nutritif général TSB 
 (5ml dans tubes à essais) 
Souches revitalisées 
 
Dilution dans tube à essais contenant de 
l’eau physiologique 
Inoculation d’une colonie 
  
Détermination du nombre de bactéries  [ufc/ml] 
par chambre de comptage 
 
Inoculation des bactéries dans 
l’aliment (5’000-10’000 ufc/g) 
Mélange bouillon d’enrichissement, denrée 
alimentaire et souches dans tube (Vortex) 
 
Incubation 24h, 37°C 
Incubation 24h, 37°C 
Détermination du nombre de bactéries  [ufc/ml] 
avant (N0) et après incubation (Nf) 
Ajout de 9 ml de bouillon 
d’enrichissement sélectif 
 Ajout de 1 g de denrée 
alimentaire 
Ensemencement en surface 
sur milieu sélectif ou PCA 
  
 
  Emilie Henry 
Diplôme 2011          56 | P a g e  
 
Annexe 4 : Protocole « Genomic DNA Purification from tissue » 
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Annexe 5 : Protocole « Quant-iTTM dsDNA BR Assay Kits » 
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Annexe 6 : Séquences des toxines (SEA à SEV) 
 
Données confidentielles 
 
Dr Bruno Schnyder 
Bruno.Schnyder@hevs.ch 
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Annexe 7 : Quantité d’ADN utilisée pour les différentes souches lors des essais PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Souche 
Quantité d'ADN extrait [µg/ml] ou [ng/µl] 
milieu sélectif et matrice alimentaire milieu sélectif 
S. aureus A900322 < 0.126 - 
S. aureus A900624 11.2 - 
S. aureus CCM5757 8.9 3.2 
S. aureus FRI1151m 4.0 - 
S. aureus FRI137 < 0.126 4.5 
S. aureus FRI913 39.3 < 0.126 
S. aureus Fukuoka 5 6.2 - 
S. aureus DSM1104 117.3 - 
S. aureus DSM799 6.0 < 0.126 
S. capitis 1.9 < 0.126 
S. epidermidis 11.7 - 
S. haemolyticus 9.0 < 0.126 
S. saprophyticus spp. 9.5 - 
S. warneri 8.3 - 
E. coli < 0.126 - 
S. typhimurium < 0.126 - 
L. monocytogenes < 0.126 - 
B. cereus < 0.126 - 
E. faecalis 11.8 < 0.126 
P. aeruginosa 1.3 - 
L. plantarum 22.3 - 
L. casei < 0.126 - 
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Annexe 8 : caractérisation de la denrée alimentaire utilisée  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composition 
- Lait écrémé 
- Crème 
- Sucre 
- Amidon modifié de Tapioca 
- Extrait de vanille 
- Epaississant 
- Bêta-carotène 
PASTEURISE 
pH aw 
6.9 0.960 
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Annexe 9 : nombre de germes initial et final pour les différentes souches après croissance 
dans le milieu sélectif  
 
- Avec matrice alimentaire 
 
Souche 
Dilution 
N0 [ufc/g] 
-2 -3 
S. aureus A900322 81/100 10/4 1.5 · 10^4 
S. aureus A900624 160/132 13/20 9.1 · 10^3 
S. aureus CCM5757 197/163 17/15 1.8 · 10^4 
S. aureus FRI1151m 41/37 3/8 3.9 · 10^3 
S. aureus FRI137 98/85 5/5 9.1 · 10^3 
S. aureus FRI913 226/181 13/13 1.9 · 10^4 
S. aureus Fukuoka 5 140/180 18/27 1.7 · 10^4 
S. aureus DSM1104 17/21 9/3 1.9 · 10^3 
S. aureus DSM799 200/180 42/34 2.1 · 10^4 
S. capitis 25/16 1/0 2.1 · 10^3 
S. epidermidis 48/31 3/2 3.9 · 10^3 
S. haemolyticus 68/74 11/6 7.3 · 10^3 
S. saprophyticus spp. 70/84 13/17 8.4 · 10^3 
S. warneri 0/0 0/0 < 1 · 10^2 
E. coli 207/290 10/6 2.4 · 10^4 
S. typhimurium 85/73 12/3 8.1 · 10^3 
L. monocytogenes 6//6 0/0 < 6 · 10^2 
B. cereus 29/15 4/3 2.2 · 10^3 
E. faecalis 111/163 0/0 1.4 · 10^4 
P. aeruginosa 100/86 20/12 9.9 · 10^3 
L. plantarum 39/42 2/5 4.2 · 10^3 
L. casei 0/0 0/0 < 1 · 10^2 
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Souche 
Dilution 
Nf [ufc/g] 
-2 -3 -4 -5 -7 -8 
S. aureus A900322 > 300 > 300 34/29 6/13 0/0 0/0 3.6 · 10^5 
S. aureus A900624 > 300 > 300 > 300 > 300 32/51 0/0 4.1 · 10^8 
S. aureus CCM5757 > 300 > 300 > 300 > 300 126/91 9/9 5.1 · 10^8 
S. aureus FRI1151m > 300 > 300 > 300 49/71 1/1 0/0 6 · 10^6 
S. aureus FRI137 > 300 32/46 5/3 1/0 0/0 0/0 3.9 · 10^4 
S. aureus FRI913 > 300 > 300 > 300 > 300 126/91 9/9 1.1 · 10^9 
S. aureus Fukuoka 5 > 300 > 300 > 300 > 300 38/31 1/5 3.5 · 10^8 
S. aureus DSM1104 > 300 > 300 > 300 > 300 17/13 2/9 1.5 · 10^8 
S. aureus DSM799 > 300 > 300 > 300 > 300 > 300 > 300 > 1 · 10^10 
S. capitis > 300 > 300 180/153 13/12 0/0 0/0 1.6 · 10^6 
S. epidermidis > 300 > 300 > 300 > 300 23/24 7/4 2.4 · 10^8 
S. haemolyticus > 300 > 300 > 300 190 2 0 1.9 · 10^6 
S. saprophyticus spp. > 300 > 300 > 300 > 300 30/41 0/0 3.5 · 10^8 
S. warneri > 300 > 300 65/58 9/21 0/0 0/0 6.7 · 10^8 
E. coli 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 < 1.5 · 10^2 
S. typhimurium 13/7 1/3 0/0 0/0 0/0 0/0 1.5 · 10^3 
L. monocytogenes > 300 > 300 36/53 4/2 0/0 0/0 4.5 · 10^5 
B. cereus 1/2 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 < 50 
E. faecalis > 300 > 300 > 300 > 300 26/24 3/1 2.5 · 10^8 
P. aeruginosa 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 < 1 · 10^2 
L. plantarum 8/5 1/2 0/0 0/0 0/0 0/0 6.5 · 10^2 
L. casei 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 < 1 · 10^2 
 
- Sans matrice alimentaire 
 
Souche 
Dilution 
N0 [ufc/g] 
-2 -3 
S. aureus FRI137 57/40 4/6 4.8 · 10^3 
S. capitis 53/57 3/4 5.5 · 10^3 
S. haemolyticus 11/12 1/9 1.1 · 10^3 
S. aureus DSM799 90/84 9/11 8.8 · 10^3 
E. faecalis 44/32 14/11 4.6 · 10^3 
S. aureus FRI913 8/12 0/0 1.2 · 10^3 
S. aureus CCM5757 34/37 2/3 6.7 · 10^3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Emilie Henry 
Diplôme 2011          63 | P a g e  
 
Souche 
Dilution 
Nf [ufc/g] 
-2 -3 -4 -5 -7 -8 
S. aureus FRI137 > 300 > 300 > 300 > 300 63/86 1/0 7.4 · 10^8 
S. capitis > 300 > 300 > 300 24/23 1/1 0/0 2.3 · 10^6 
S. haemolyticus > 300 > 300 151/176 30/14 0/0 0/0 1.7 · 10^6 
S. aureus DSM799 > 300 > 300 > 300 > 300 23/28 3 2.5 · 10^8 
E. faecalis 16/18 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1.7 · 10^3 
S. aureus FRI913 > 300 > 300 > 300 > 300 16 0/0 1.6 · 10^8 
S. aureus CCM5757 > 300 > 300 > 300 > 300 78 2 7.8 · 10^8 
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Annexe 10 : Quantité d’ADN extraite en fonction du nombre de germes présents lors de 
l’extraction 
 
- Milieu TSB + 15% NaCl et matrice alimentaire 
 
Souche Nombre de germes [ufc/g] Quantité d'ADN extrait [µg/ml] ou [ng/µl] 
S. aureus A900322 3.6 · 10^5 < 0.010 
S. aureus A900624 4.1 · 10^8 0.887 
S. aureus CCM5757 5.1 · 10^8 0.708 
S. aureus FRI1151m 6 · 10^6 0.318 
S. aureus FRI137 3.9 · 10^4 < 0.010 
S. aureus FRI913 1.1 · 10^9 3.12 
S. aureus Fukuoka 5 3.5 · 10^8 0.496 
S. aureus DSM1104 1.5 · 10^8 9.31 
S. aureus DSM799 > 1 · 10^10 0.475 
S. capitis 1.6 · 10^6 0.149 
S. epidermidis 2.4 · 10^8 0.929 
S. haemolyticus 1.9 · 10^6 0.711 
S. saprophyticus spp. 3.5 · 10^8 0.752 
S. warneri 6.7 · 10^8 0.656 
E. coli < 1.5 · 10^2 < 0.010 
S. typhimurium 1.5 · 10^3 < 0.010 
L. monocytogenes 4.5 · 10^5 < 0.010 
B. cereus < 50 < 0.010 
E. faecalis 2.5 · 10^8 0.937 
P. aeruginosa < 1 · 10^2 0.104 
L. plantarum 6.5 · 10^2 1.77 
L. casei < 1 · 10^2 < 0.010 
 
- Milieu TSB + 15% NaCl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Souche Nf [ufc/g] Quantité d'ADN extrait [µg/ml] ou [ng/µl] 
S. aureus FRI137 7.4 · 10^8 0.360 
S. capitis 2.3 · 10^6 < 0.010 
S. haemolyticus 1.7 · 10^6 < 0.010 
S. aureus DSM799 2.5 · 10^8 < 0.010 
E. faecalis 1.7 · 10^3 < 0.010 
S. aureus FRI913 1.6 · 10^8 < 0.010 
S. aureus CCM5757 7.8 · 10^8 0.250 
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Annexe 11 : Résultats pour l’optimisation de la PCR avec la bétaine  
 
N° Echantillon N° Echantillon 
1 S. aureus CCM5757 + DA 6 L. plantarum + DA 
2 S. aureus CCM5757 7 Plasmide K 
3 S. aureus CCM5757 + M 8 Plasmide Q 
4 E. faecalis + DA 9 Contrôle 
5 E. faecalis + M   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  1              2        3         4                   5         6             7         8          9 
100 pb 
200 pb 
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Annexe 12 : résultats obtenus pour la real-time PCR 
 
 
- Souches S. aureus 
 
qPCR       PCR 
Milieu TSB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Milieu TSB + 15% NaCl 
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- Souches S. non aureus 
 
qPCR       PCR 
Milieu TSB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Milieu TSB + 15% NaCl 
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- Souches non S. aureus 
 
  qPCR        PCR 
Milieu TSB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Milieu TSB + 15% NaCl 
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Annexe 13 : facteur de sélectivité des milieux d’enrichissement sélectif à S. aureus 
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